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FILOGENIA DE LOS SERES VIVOS-VISIÓN GLOBAL 


ÁRBOL FILOGENÉTICO UNIVERSAL. Este árbol se ha construido a partir de la 
comparación de las secuencias de los RNA ribosómicos 165 y 185. Observe los tres do- 
minios de seres vivos: Bacteria, Archaea, y Eukarya. La distancia evolutiva entre dos 
grupos de organismos es proporcional a la suma de las distancias desde el final de 
las ramas hasta el punto donde se unen los dos grupos. Véanse Secciones 11.4-11.8 
para más información sobre filogenias basadas en RNA ribosómico. Datos obtenidos 


de la Base de Datos del Proyecto de Secuenciación del Ribosoma (Ribosomal Database project). 
http://rdp.cme.msu.edu 


FILOGENIA DE LOS SERES VIVOS-BACTERIA 
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ÁRBOL FILOGENÉTICO DE BACTERIA. Este árbol зе ha construido a partir de las 
secuencias del RNA ribosómico 165. Al menos 17 grupos principales de Bacteria pue- 
den definirse, como se indica. Véanse Secciones 11.4-11.8 para más información sobre 
filogenias basadas en RNA ribosómico. Datos obtenidos de la Base de Datos del Proyec- 
to de Secuenciación del Ribosoma (Ribosomal Database project). nttp://rdp.cme.msu.edu 
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Las «Revisiones de conceptos» resumen cada sección y proponen una serie de preguntas, 
Че modo que los estudiantes pueden evaluar sus conocimientos y la compresión de los 
mismos a medida que avanzan por el capítulo. 


/_6.8 Revisión de conceptos 

Па temperatura es un factor ambiental importante en el control 

delere miento microbiano, Las temperatiras cardinales o fun- 

damentales definen las temperaturas mínima, óptima y máxima 

a las que crece cada organismo. Los microorganismos pueden 

agruparse según los márgenes de temperatura que requieren. 
¿Cuáles son las temperaturas cardinales aproximadas de 


Escherichia coli? ¿A qué clase pertenece por su temperatura 
óptima? 

{Еп qué se diferencia un hipertermófilo de un psicrófilo? 
Escherichia coli puede crecer a temperatura más alta en me- 
dio complejo que en medio definido. ¿Por qué? 
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importantes sitios web y mucho más. 
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ISMOS Y MICROBIOLOGÍA 


1 INTRODUCCIÓN A LA MICROBIOLOGÍA 


Il LOS CAMINOS DEL DESCUBRIMIENTO 
EN MICROBIOLOGÍA 


Glosario 


Célula unidad fundamental de la materia 
viva 

Citoplasma porción fluida de una célula 
limitada por la membrana celular excep- 
mando el núcleo (si existe) 

Cultivo de enriquecimiento método para 
aislar microorganismos usando medios de 
cultivo y condiciones de incubación espe- 
бав 

Cultivo axénico v puro cultivo que contie 
пе una única clase de microorganismo. 

ОМА acido desoxirmibonucleco, material here- 
ditario de las células y de algunos virus. 

ооой estudio de los organismos en sus 
ambientes naturales. 


Ecosistema conjunto formado por los orga- 
nismos más su medio ambiente 

Enzimas proteínas catalíticas que funcionan 
acelerando las reacciones químicas. 

Бей ausencia de cualquier organismo vivo 
y de virus 

Evolución cambio de una linea de descen- 
dencia а о largo del tiempo para dar ori- 
gen a la producción de una nueva especie 
о variedad 

Generación espontánea hipótesis que supo 
ne que los organismos vivas se pueden ori- 
ginar de materia inerte 

Habitat lugar de residencia de una población 
microbiana en un medio 


Metabolismo conjunto de reacciones bio- 
químicas de una célula 


Microorganismo organismo microscópico 
constituido por una sola célula o varias, 


incluyendo los virus 
Patógeno microorganismo que causa enfer- 
medad 


Procariota célula que carece de núcleo y 
otros organelos 

RNA ácido ribonucleico, implicado en la sin- 
tesis de proteínas como RNA mensajero, 
RNA de transferencia y RNA ríbosómico. 


( оп este capítulo introductorio comenzamos nues- 
tro viaje a través del campo de la microbiología. En 
û descubriremos qué son los microorganismos y por qué 
“deberíamos conocerlos, También nos dedicaremos a pre- 
Ке» ciencia de la microbiología en una perspectiva 
ica adecuada, resaltando algunas aportaciones desta- 
gables tanto de los primeros microbiólogos como de los más 
"recientes. La microbiología es hoy una ciencia dinámica que 
ramificaciones en prácticamente todos los aspectos de 
lû vida humana, tales como la medicina, la agricultura y el 
ambiente. ¡Bienvenidos al estudio de la microbiología! 


I INTRODUCCIÓN A LA MICROBIOLOGÍA 


las cuatro primeras secciones de este capítulo presenta- 
el objeto de la microbiología, consideramos los micro- 
¡como células, examinamos dónde y cómo viven 
naturaleza y citamos el impacto que los microorga- 
tienen, y continúan teniendo, en las actividades 


¡microbiología es el estudio de los microorganismos, un 

amplio y diverso de organismos microscópicos que 

сото células aisladas o asociadas; también incluye 

io de los virus, que son microscópicos pero no celti- 

¡Las células microbíanas se distinguen pues de las célu- 

ide animales y plantas, en que son incapaces de vi 

еп la naturaleza y sólo existen formando parte de 

multicelulares (Figura 1.1). En general, a dife- 

de los macroorganismos, los microorganismos son 


La ciencia de la 
La microbiología trata de las células vivas y su funciona- 
miento. Estudia los microorganismos, especialmente las 
bacterias, un amplio grupo de células con una enorme 
importancia básica y aplicada. Trata de la diversidad micro- 
biana y de la evolución, de cómo surgieron las diferentes 
clases de microorganismos y por qué. Analiza también lo 
que los microorganismos hacen en el mundo en general, en 
la sociedad humana, en el cuerpo humano, y en los cuerpos 
de animales y plantas. De un modo u otro, los microorga- 
nismos influyen en todas las formas vivas de la Tierra y, 
por tanto, la ciencia de la microbiología tiene una gran tr 
cendencia 

La microbiología gira en torno a dos temas fundamen- 
tales, uno básico y otro aplicado: 


1. Comociencia biológica básica, la microbiología propor- 
ciona algunas de las herramientas de investigación más 
adecuadas para estudiar la naturaleza de los procesos 
vitales. El avanzado conocimiento que ahora tenemos 
de las bases físicas y químicas de la vida procede del 
estudio de los microorganismos. Se debe en parte a que 
las células microbianas comparten muchas propieda- 
des bioquímicas con las células de organismos plurice- 
lulares; de hecho, todas las células tienen mucho en 
común; unido al hecho de que las células microbianas 
pueden crecer hasta alcanzar una elevada densidad en 
cultivo en el laboratorio y son fácilmente manipulables 
еп estudios bioquímicos y genéticos, hace de ellas exce- 
lentes modelos para el conocimiento de las funciones 
celulares en organismos superiores. 

2. Como ciencia biológica aplicada, la microbiología trata 
Че muchos problemas prácticos importantes en la medi- 
cina, la agricultura y la industria. Muchas de las enfer- 
medades más importantes del hombre, de otros 
animales y de las plantas, son producidas por microor- 
ganismos. Los microorganismos también desempeñan 
una función destacada en la fertilidad del suelo y en la 
producción de animales domésticos. Además, muchos 
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Figura Los organismos vivos se componen de células. (a) Plantas 

éstos forman órganos, por lo que se denominan pluricelulares. Una célula 
otr 


pendiente y cada una es dependiente de 


puedo toner vida independiente. En las microgr 


Las cianobacterias fueron los primeros 


ototrolos que produjeron O, en la 


procesos industriales y biotecnológicos a gran escala, 
como la producción de antibióticos o de proteínas huma 


nas, se basan en la utilización de microorganismos. 


Importancia de los microorganismos 
A medida qu 
haciendo más evidente la función central de los microor 
ganismos tanto en la actividad humana como en el сот 
plejo entramado de la vida sobre la Tierra. Veremos cómo 
en ausencia de los microorganismos las formas superiores 
de vida nunca habrían surgido ni podrían mantenerse en 
la actualidad; consideremos, por ejemplo, que el mismo 
oxígeno que respiramos es el resultado de la actividad 
microbiana (Figura 1.1d). Además, veremos cómo los hom 
bres, las plantas y los animales están íntimamente liga 
dos a las actividades microbianas en cuanto al reciclado 
de los nutrientes esenciales o a la degradación de mate: 
orgánica. En efecto, ninguna otra forma de vida tiene tuna 
importancia similar a la de los microorganismos en el man- 
tenimiento de la vida sobre la Tierra. Aprenderemos tam 
bién que los microorganismos existieron en la Tierra 


este libro se vaya desarrollando, se irá 


(€, 9) Los microorganismos son cólulas de vida independiente, Una célula microbiana 


y Б) animales se componen de muchas cólulas que forman tojdos, y 
aislada de un animal o una planta no puede tener una existencia In 
‘slada 


as se muestran microorganismos lotosintéticos llamados (c) bacterias rojas у (d) cianobacterias. 


Tierra y los responsables de la aparición de oxigeno en la atmóstora, 


durante miles de millones de años antes de que aparecieran 


las plantas y los animal sticas fisioló- 


cómo sus caracte 


gicas los convierten en los mayores químicos de la Tierra, 
y cómo los microorganismos han establecido relaciones con 
los organismos superiores que pueden ser muy beneficio 


sas o extremadamente dañinas. 
Comenzamos nuestro viaje conside 
organismos como entidades celulares. 


ШЕЙ tos microorganismos como células 


La célula es la unidad de vida fundamental. Una cé 
una entidad aislada de otras células por una membrana 
celular (y tal vez por una pared celular) q 
interior diversos compuestos y estructuras subcelulares 
(Figura 1.2). La membrana celular es la barrera que sepa 

rior de la célula del exterior. Dentro de la mem- 
uentran las diversas estructuras y 
componentes que hacen posible que la célula funcione. Son 
estructuras clave el núcleo o nucleoide, donde se guarda la 


ndo a los micro 


e contiene en su 


ra el int 
brana celular se es 


12 = LOS MICROORO, 


SMOS COMO CÉLULAS а 3 


Información genética, el ácido desoxirribonucleico (DNA) 
¡necesario para hacer nuevas células, y el citoplasma, donde 
se encuentra la maquinaria para el crecimiento y otras fun- 
ciones celulares, 

Todas las células están formadas por cuatro tipos de 
componentes químicos: proteínas, ácidos nucleicos, lípi- 
dos y polisacáridos. En conjunto, se denominan macromo- 
Иий». La naturaleza química y la disposición de las 
macromoléculas de una célula de un organismo es lo que 
diferencia una célula de otro organismo. Aunque cada tipo 
de célula tiene una estructura y un tamaño definido, una 
célula es una unidad dinámica, que realiza constantes cam- 
bios reemplazando sus componentes. Incluso cuando no 
está creciendo, una célula puede estar tomando materiales 
del medio para incorporarlos a su propia estructura. Al 
mismo tiempo, libera productos de desecho en el medio. 
Por tanto, una célula es un sistema abierto en constante cam- 
bio y, sin embargo, permanece igual. 

¿De dónde proceden las primeras células? De alguna 
forma, la primera célula debió de originarse a partir de algo 
nocelulas, algo anterior a la célula, una estructura pre-celu- 
lar, Aunque la formación de la primera célula hace más de 
3800 millones de años fue un suceso poco probable, que 
debió necesitar varios cientos de millones de años para que 
ocurriera, una vez que la primera célula apareció se pro- 
dujeron una serie de sucesos altamente probables, tales 
сото el crecimiento y la división, originándose poblaciones 
де células a partir de las cuales tuvo lugar la evolución 
Mediante la selección de nuevas características y mayor 
diversidad. De ese modo, a través de miles de millones de 
años de cambio evolutivo, surgió la impresionante diversi- 
dad de tipos celulares que existen en la actualidad. Debido 

¡que todas las células están construidas con las cuatro cla- 
es de macromoléculas básicas mencionadas anteriormen- 
de y comparten muchos rasgos en común, se piensa que 


Células (a) Micrograña de células bacterianas con forma 
bacio vistas al microscopio óptico; una célula айда tiene арок 
1 тт de diâmetro. fb) Sección longitudinal de una célula 
bacteriana vista al microscopio electrónico, Las dos áreas más claras. 
"epresentan el nucieoide, región de la célula que contiene el DNA. 


todas las células descienden de un antecesor común, el ante- 
cesor universal de la vida (véase Capítulo 11). 


Características de los sistemas vivos 

¿Cuáles son las propiedades esenciales de la vida? ¿Qué 
diferencia las células de los objetos inanimados? Nuestro 
concepto de lo que significa «vivo» está determinado por lo 
que podemos observar hoy en la Tierra o podemos dedu- 
cir del registro fósil. Pero de lo que sabemos hoy en biolo- 
gía, podemos identificar varias características que son 
compartidas por la mayoría de los sistemas vivos, y que se 
resumen en la Figura 1.3. 

Todos los organismos celulares son estructuras alta- 
mente organizadas que muestran alguna forma de meta- 
bolismo. Esto es, las células toman sustancias químicas del 
medio y las transforman, conservan parte de la energía de 
dichas sustancias de modo que las células puedan usarla, y 
luego eliminan los productos de desecho. Todas las células 
poseen reproducción, es decir, son capaces de dirigir una 
serie de reacciones bioquímicas que conduce a su propia 
sintesis. Como resultado de las procesos metabólicos, una 
célula crece y se divide para formar dos células. Muchas 
células sufren diferenciación, un proceso por el que se for- 
man nuevas sustancias o estructuras. A menudo, la dife- 
renciación celular es parte de un ciclo vital en el que las 
células forman estructuras especiales relacionadas con la 
reproducción, la dispersión о la supervivencia. 

Las células responden a señales químicas en su medio 
ambiente, tales como las producidas por otras células, Por 
tanto pueden comunicarse е incluso estimar su propio 
númer en el ambiente circundante рог medio de pequeñas 
moléculas que se difunden y pasan entre células vecinas, 
Con frecuencia los organismos vivos tienen movimiento 
por autopropulsión, y en el mundo microbiano veremos 
diferentes mecanismos responsables de la movilidad. Final- 
mente, a diferencia de las estructuras inertes, las células 
pueden evolucionar. A través del proceso de evolución las 
células pueden cambiar permanentemente sus característi- 
саз y transmitir las nuevas propiedades a su descendencia 


Las células como máquinas y como sistemas 
codificados 
Las células se pueden considerar bajo dos aspectos. Por un 
lado, las células pueden ser consideradas como máquinas quf- 
micas que llevan а cabo transformaciones químicas dentro 
de los límites de la estructura celular. Los catalizadores de 
esta máquina química son las enzimas, proteínas capaces de 
acelerar notablemente la velocidad de reacciones químicas 
específicas. Por otro lado, las células también pueden ser con- 
sideradas como sistemas codificados, análogos a las computa- 
doras, que guardan y procesan la información genética 
(DNA) que pasa finalmente a la descendencia durante la 
reproducción (Figura 1.4). La duplicación y el procesamien- 
to de la información genética almacenada se tratará en el 
Capítulo 7, donde se describirán con detalle las funciones 
importantes de la replicación del DNA, зи transcripción y su 
traducción. 

En realidad, las células son máquinas químicas y siste- 
mas codificados, y el enlace entre estos dos atributos es el 
crecimiento, En condiciones adecuadas, una célula viable 
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1. Metabolismo 
Incorporación de nutrientes del medio, su 
transformación en la célula y eliminación de 
desechos al medio. La célula es por tanto un 
sistema abierto. 


Célula у 


2. Reproducción (crecimiento) 
Las sustancias del medio se transforman en nuevas. 
Células bajo la dirección de células preexistentes. 


O>00 


Formación de una nueva estructura celular, como la espora, 
normalmente como parte de un ciclo de vida celular 


aumenta de tamaño y luego se divide para formar dos célu- 
las (Figura 14). Enel госево ordenado que supone la divi- 
sión celular, la cantidad de todos los constituyentes de la 
célula se duplica. Esto implica el funcionamiento de la 
maquinaria química de la célula que suministra la energía 
у los precursores necesarios para la biosíntesis de las macro- 
moléculas. Pero cuando una célula se divide, una de 
las dos células resultantes debe contener toda la información 
genética necesaria para la formación de más células y, 
por tanto, durante el proceso de crecimiento debe haber 
también una duplicación del DNA (Figura 1.4). En con- 
secuencia, tanto la máquina como el código deben estar fun- 
cionalmente coordinados para lograr que una célula se 
reproduzca con fidelidad. Veremos más tarde que esto se 
produce y que además de la coordinación, las diversas fun- 
ciones de la máquina y del código están sujetas a una regu- 
lación, de modo que la célula se adapta a su medio ambiente, 


/__ 1.2 Revisión de conceptos 
La célula presenta una barrera, la membrana citoplasmática, que 
separa el citoplasma del medio externo, Otras características 
celulares son el núcleo o nuclevide, la pared celular y el cito- 
plasma. Algunas funciones clave tales como el metabolismo y la 
reproducción son propias de todo ser vivo, y las células pueden 
зет consideradas conceptualmente como máquinas bioquími- 
саз y como sistemas biológicos codificados. 

4. Indique seis características asociadas con los organismos 
vivos. ¿Por qué es importante cada una de esas caracteris- 
ticas para la supervivencia de una célula? 

Z Compare las funciones de una célula microbiana en cuanto 
máquina y sistema de codificación ¿Por qué ambas воп nece- 
sarias? 


Cite las cuatro clases de macromoléculas de la célula. 


Los microorganismos 
y sus ambientes naturales 


En la naturaleza, las células viven asociadas a otras en con- 
juntos llamados poblaciones, Tales poblaciones se compo- 
пеп de grupos de células relacionadas, que generalmente 
derivan de una única célula parental por divisiones celula- 
res sucesivas. El lugar donde vive una microbia- 
na en un determinado ambiente se denomina hábitat. Los 
microorganismos pueden encontrarse tanto en ambientes 
familiares como en lugares poco comunes, como aquellos 
tan extremos que se consideran inadecuados para formas 
de vida superiores. Las poblaciones celulares raramente 
viven solas en la naturaleza, antes bien se relacionan con 
otras formando las llamadas comunidades microbianas 
(Figura 1.5). Estas comunidades pueden estar integradas 
por células libres en medios acuáticos, pero a menudo for- 
man los llamados biofilms sobre superficies vivas o inertes 
(véase Sección 19.3). 


| Figura 1з] Los distintivos de la vida celular La diferenciación yla 
по son propiedades de todas las células microbianas. 
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[ШҮҮ La сола vene funciones mecánicas de codificación. Para que una cêlula se reproduzca debo disponer de un аот 
Фо de energía у de precursores para la síntesis de nuevas macromoléculas, el material genético debe duplicarse de modo que өп la división cada 
бла reciba una copia. Por otra parto, los genes deben expresarse (mediante los procesos de transcripción y traducción) para formar las canti- 
dados requeridas de proteinas y otras macromoléculas necesarias para hacer la nueva célula. 


Efecto de los organismos entre sí 

y en sus hábitat 

Las poblaciones de las comunidades microbianas se rela- 
cionan de varios modos y tales interacciones pueden ser 
perjudiciales o beneficiosas. En muchos casos, las pobl; 
iones interaccionan y cooperan en sus funciones nutrici 
nales con los productos de desecho derivados de las 


nutrientes para otras. Los organismos de un hábitat tam 
bién se relacionan con su ambiente físico y químico. Los 
hábitat tienen características diferentes, y un hábitat que 
favorece el crecimiento de un organismo puede ser dañino 
para otro. Por tanto, la composición de una comunidad 
microbiana en un hábitat concreto está determinada en gra 
parte por las características físicas y químicas de ese medio. 


actividades metabólicas de algunas células sirviendo como 


En conjunto, denominamos ecosistema a los organismos y 


w e 


ШТ toros ds coronidades mirobianas (a Mcrograña de una comunidad Bacteria que зе desanola an las proundidads de 
ini pequeno аро (Lago Wintergreen, Michigan): se muestran обида de varios tamaños. (5) Comunidad microbiana en una muestra де ован 
los de agua residuales. La muestra ве URS соп una serio de colorantes, cada uno delos cuales tine un grupo bacteriano diren (raana Soc 
ón 18: y Figura 18.116 para detalles sobre la лс). De R. Amann, 3. Snaidr М. Wagner, W. Ludwig у K. H. Schieiler, 1998. Jounal of 
Bacteriology 178: 3496-3500. Fig. 25. 01906 American Society for Microbiology, 
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a los componentes físicos y químicos de su medio. Hay 
importantes ecosistemas microbianos acuáticos (océanos, 
estanques, lagos, corrientes, fuentes termales...), terrestres 
(suelos, rocas...) e incluso asociados a organismos superio- 
res, plantas o animales. 

Las propiedades de un ecosistema están controladas en 
gran parte por las actividades microbianas, Los organismos 
obtienen los nutrientes del medio para sus procesos meta- 
bólicos y los usan para formar nuevas células. Al mismo 
tiempo, los organismos eliminan al medio los productos de 
desecho de su metabolismo. Así, con el tiempo, un ecosis- 
tema microbiano puede cambiar gradualmente, tanto desde 
el punto de vista físico como químico, El oxígeno gaseoso 
constituye un buen ejemplo. Como veremos más adelante, 
el oxígeno molecular, О, es un nutriente vital para algu- 
nos microorganismos mientras que es venenoso para otros. 
Sin embargo, las actividades de un grupo de organismos 
que consuma oxigeno puede cambiar un hábitat a condi- 
ciones anóxicas adecuadas para el crecimiento de organis- 
mos que antes se habían mantenido a raya. 

Сото las células microbianas aisladas son demasiado 
pequeñas para observar a simple vista, el conocimiento de 
Jos microorganismos en la naturaleza comienza con estu- 
dios que utilizan el microscopio. El examen de materiales 
naturales, como el suelo o el agua, siempre pone de mani- 
fiesto la presencia de células microbianas. Aunque esas célu- 
las tan diminutas pueden parecer triviales, son capaces de 
multiplicarse rápidamente y de producir grandes poblacio- 
nes que pueden tener un gran impacto en el hábitat. Así, 
pese а que los microorganismos pueden pasar por ser en la 
naturaleza componentes minoritarios, son parte muy impor- 
tante de cada ecosistema, En posteriores capítulos, tras 
aprender algunos detalles de la estructura y función de los 
microorganismos, su genética, evolución y diversidad, 
reconsideraremos los modos mediante los cuales los micro- 
organismos afectan a los animales, a las plantas y al ecosis- 
tema global en su conjunto, 


La importancia de la vida microbiana 

Resulta común suponer que como los microorganismos son 
tan pequeños, su biomasa en la Tierra también debe ser 
pequeña en comparación con la biomasa de organismos 
superiores. Sin embargo, esto no es probablemente cierto. 
Cálculos detallados sobre el número total de células micro- 
bianas en la Tierra, concretamente, sobre el número total de 
procariotas (también llamadas bacterias, células 

que carecen de núcleo y sobre las que hablaremos соп de- 
talle en capítulos posteriores) indican que este número es 
del orden de 5 x 10” células. La cantidad total de carbono 
que está presente en este número tan grande de células tan 
pequeñas equivale al de todas las plantas de la Tierra, mien- 
tras que el contenido total de nitrógeno y fósforo en estas 
células procarióticas es 10 veces mayor que la de toda la bio- 
masa vegetal. Por tanto, las células procarióticas, por peque- 
ñas que sean, constituyen la mayor porción de biomasa Sobre la 
Tierra y son reservas de nutrientes esenciales para la vida. Es 
interesante señalar que la mayor parte de las células proca- 
ríóticas no se encuentra en la superficie de la Tierra, sino en 
zonas bajo la superficie en los ambientes oceánicos y terres- 
tres, Como estos hábitat están casi inexplorados, aún queda 


mucho por descubrir a fin de conocer y comprender las for- 
mas de vida que dominan la Tierra. 


/ 1.3 Revisión de conceptos 


En la naturaleza, los microoganismos existen en poblaciones 
que interaccionan con otras poblaciones dentro de comunidades 
microbianas. Las actividades de estas comunidades microbia- 
nas pueden afectar de modo importante a las propiedades fisi- 
саз y químicas de sus hábitat, La mayor parte de la biomasa de 
nuestro planeta es microbiana. 


Celulosa > СО, + CH, + proteina animal 


A A 


tos de nuestras vidas además de ser agentes etiológicos de 
dades. 
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EL HOMBRE * 7 


Y ¿Qué es un hábitat microbiano? 


/ ¿Cómo cambian los microorganismos las propiedades fisi- 
саз y químicas de sus hábitat? 

Y ¿Dónde se localiza la mayor parte de las células procarióti- 
сав en la Tierra? 


impacto de los 
microorganismos sobre el hombre 


Uno de los objetivos de los microbiólogos es comprender 
cómo trabajan los microorganismos y, a través de ese cono- 
cimiento, diseñar modos mediante los cuales su efecto bene- 
ficioso pueda ser aumentado y el perjudicial reducido. Los 
microbiólogos han tenido mucho éxito en conseguir estos 
fines y la microbiología ha sido muy importante en los 
avances de la salud humana y el bienestar. Una visión glo- 
bal del impacto de los microorganismos en las actividades 
humanas se muestra en la Figura 1.6 


Los microorganismos como agentes 

etiológicos de enfermedades 

Las cifras de la Figura 1,7, que comparan las causas actua- 
les de muerte en Estados Unidos con las de hace 100 años, 
‘constituyen una estimación del éxito de los microbiólogos en 
шаг al control de los microorganismos. Al comienzo del 
siglo хх las causas de muerte más frecuentes eran las enfer- 
medades infecciosas; en la actualidad tales enfermedades 
son mucho menos importantes, El control de las enferme- 
dades infecciosas se ha logrado por un conocimiento inte- 
rado de los procesos infecciosos, рог la mejora de las 
prácticas sanitarias y por el descubrimiento y uso de los 


capítulo, la microbiología tuvo sus principios como ciencia 
precisamente en estudios sobre enfermedades, 

Sin embargo, aunque vivimos en un mundo donde 
muchos microorganismos patógenos están controlados, los 
microorganismos pueden ser todavía un riesgo importante 
para la supervivencia, Piénsese en los individuos que mue- 
ren lentamente por infecciones microbianas como resulta- 
do del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), 
en los pacientes de cáncer cuyo sistema inmune está daña- 
do por la terapia anticancerosa o en individuos infectados 
рог un patógeno con resistencia múltiple, Además, las enfer- 
medades microbianas constituyen la ¿principal causa de 
muerte en muchos países subdesarrollados, Aunque la erra- 
dicación de la viruela en el mundo ha sido un rotundo éxito 
para la medicina, aún mueren millones de personas al año 
por enfermedades microbianas tan difundidas como la 
malaria, la tuberculosis, el cólera, la enfermedad del sueño 
africana y síndromes diarreicos severos. 

Por tanto, los microorganismos todavía constituyen 
serias amenazas para la existencia humana. No obstante, 
hay que destacar que la mayor parte de los microorganis- 
mos по son perjudiciales para el hombre. De hecho, la gran 
mayoría son en realidad beneficiosos y llevan a cabo proce- 
sos de enorme valor para la sociedad. A continuación, con- 
sideramos algunos de estos efectos favorables. 


y agricultura 
En general, nuestros sistemas de agricultura dependen en 
muchos aspectos de las actividades microbíanas, Un gran 
número de cosechas se debe al cultivo de miembros de un 
grupo de plantas llamadas leguminosas, que viven en aso- 
ciación muy estrecha con bacterias específicas que forman 
estructuras en sus raíces llamadas nódulos. En estos nódu- 
los radiculares, el nitrógeno atmosférico (N,) se convierte 


agentes antimicrobianos. Como trataremos más tarde en еме por fijación en compuestos nitrogenados que las plantas uti- 
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lizan para crecer. De este modo, las actividades de las bac- 
terías contenidas en los nódulos de las raíces reducen la 
necesidad de fertilizantes costosos para plantas. También 
tienen gran importancia agricola los microorganismos que 
son esenciales en el proceso digestivo de los rumiantes, como 
las vacas y las ovejas, Estos animales poseen un órgano 
digestivo especial llamado rumen, donde los microorganis- 
mos realizan el proceso digestivo, Sin estos microorganis- 
mos las vacas y las ovejas no podrían digerir su alimento у, 
por tanto, no podrían desarrollarse sobre sustancias tan 
Pobres en nutrientes como la hierba o el heno. Los microar- 
ganismos también desempeñan funciones críticas en el reci- 
clado de elementos importantes para la nutrición vegetal, 
еп particular del carbono, nitrógeno y azufre. En el suelo y 
enel agua, los microorganismos convierten estos elementos 
еп formas asimilables por las plantas. Además de beneficios, 
los microorganismos también acarrean perjuicios a la agri- 
cultura. Las enfermedades microbianas de animales y plan- 
tas tienen un importante impacto económico, 


Microorganismos y alimentación 
Una vez producidas las cosechas, productos agricolas, о los 
animales en explotaciones ganaderas, éstos deben llegar a 
los consumidores con calidad sanitaria, De ahí que los micro- 
organismos tengan una gran importancia en la industria ali- 
mentaria, El deterioro de los alimentos ocasiona anualmente 
pérdidas económicas inmensas. Las industrias de enlatado, 
congelado y desecado de alimentos tienen como finalidad 
preparar alimentos de tal modo que no sufran deterioro por 
microorganismos. Las enfermedades transmitidas por ali- 
mentos también son dignas de consideración. Los alimen- 
tos deben estar adecuadamente preparados y controlados 
para evitar la Iranamisión de enfermedades; уа que el all- 
mento apto para el consumo humano puede servir también 
рага sustentar el crecimiento de muchos microorganismos. 

Sin embargo, no todos las microorganismos tiene efec- 
tos indeseables sobre los alimentos о sobre los consumido- 
res, Por ejemplo, los productos lácteos que se manufacturan 
en gran medida gracias a actividades microbianas, tales 
сото el queso, el yogurt o la mantequilla, son productos 
Че gran valor económico, De modo similar, la col ácida, los 
pepinillos y algunas formas de salchichas deben también 
sus propiedades a los microorganismos. Los alimentos de 
panadería se elaboran usando levaduras. Las bebidas alco- 
hólicas, ampliamente difundidas en nuestra sociedad, tam- 
bién son producidas por las levaduras, Muchos de estos 
temas se estudiarán en el Capítulo 30 de este libro, 


Microorganismos, energía y medio ambiente 

En lo que respecta a la energía, los microorganismos de- 
sempeñan funciones clave. La mayor parte del gas natural 
(metano) es un producto bacteriano, derivado de las activi- 
dades de las bacterias metanogénicas. Los microorganismos 
fototrofos pueden utilizar la luz como fuente de energía para 
1а producción de biomasa, es decir, energía acumulada en 
forma de organismos vivos. La biomasa microbiana y los 
materiales de desecho, como la basura doméstica, los exce- 
dentes de cosechas y los residuos animales, se pueden con- 
vertir en «biocombustibles», сото el metano y el etanol, por 
las actividades deyradativas de los microorganismos. 


Los microorganismos también se: usar para ayu- 
dar a eliminar la polución originada por las actividades 
humanas, un proceso que se denomina biorremediación. Se 
han aislado varios microorganismos de la naturaleza que 
consumen vertidos de petróleo, disolventes, pesticidas у 
otros productos tóxicos que contaminan el ambiente, bien 
sea directamente en el sitio del vertido o bien posterior- 
mente, cuando el material tóxico ha penetrado en el suelo 
alcanzado el agua subterránea, La enorme diversidad de 
los microorganismos en la Tierra permite disponer de gran- 
Чез recursos genéticos que solucionen la limpieza del medi 
ambiente; éste es un área de intensa investigación en la 
actualidad. 


Los y el futuro 
La biotecnología implica el uso de microorganismos en 

industriales a gran escala, utilizando por lo gene- 
ral microorganismos modificados genéticamente y capaces 
desintetizar productos específicos de elevado valor comer- 
cial (véase Capítulo 31). 

La biotecnología depende en gran medida de la inge- 
nieria genética, una disciplina que trata de la manipulación 
artificial de genes y de sus productos, Los genes proceden- 
tes de diversos organismos se pueden escindir en fragmen- 
tos y modificarlos utilizando enzimas microbianas como 
instrumentos moleculares. Mediante técnicas de ingeniería 
genética, resulta también posible hacer genes completamente 
artificiales. Una vez que un gen deseado se ha creado о selec 
clonado puede insertarse en un microorganismo y se puede 
expresar allí originando el producto génico deseado. Por 
ejemplo, la insulina humana, una hormona que se encuen- 
tra en cantidades anormalmente bajas en sujetos con diabe- 
tes, puede ser producida microbiológicamente a partir del 
gen de la insulina humana expresado en un microorganismo. 
Trataremos de la ingeniería genética y la biotecnología con 
cierto detalle en el Capítulo 31 

La abrumadora influencia de los microorganismos en 
la sociedad humana resulta clara. Tenemos muchas razo- 
nes para considerar a los microorganismos у sus activida- 
des (Figura 1.6). Como dijo uno de los fundadores de la 
mis Д 1, el eminente científico francés Louis Pasteur: 
«En la naturaleza, el papel de lo infinitamente pequeño es 
infinitamente grande». Ántes de comenzar ип. ho deta- 
Mado de esta ciencia, consideremos brevemente las contri- 
buciones que hicieron Pasteur y otros microbiólogos 
pioneros al desarrollo de la microbiología como ciencia. 


/_14 Revisión de conceptos. 


Los microorganismos pueden ser tanto beneficiosos como per- 
judiciales para el hombre. Aunque tendemos a dar mayor impor- 
tancia а los microorganismos perjudiciales (agentes etiológicos de 
enfermedades infecciosas), hay muchos más microorganismos 
beneficiosos que perjudiciales. 

Z ¿De qué modo son importantes los microorganismos en la 

industria agrícola y de los alimentos? 
¿Qué combustibles pueden hacer los microorganismos? 


¿Qué es la biotecnología y cómo puede mejorar la vida de 
los humanos? 


Y 
Y 
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Como cualquier ciencia, la microbiología moderna debe 
mucho a su pasado. Aunque se pueden encontrar raíces 
mês profundas, la ciencia de la microbiología no se de- 
arrolló hasta el siglo хіх. Desde entonces se ha extendido 
asta originar nuevos campos relacionados entre sí. Ahora 
econsideraremos algunos de los caminos que llevaron а 
importantes descubrimientos. 


Raíces históricas de la 
microbiología 


Aunque durante mucho tiempo se sospechó la existencia 
de criaturas demasiado pequeñas para ser percibidas a sim- 
ple vista, su descubrimiento estuvo relacionado con la 
invención del microscopio. En 1664 Robert Hooke describió 
Jos cuerpos fructíferos de mohos (Figura 1.8), pero la pri- 
mera persona que vió microorganismos con detalle fue el 
holandés Antonie van Leeuwenhoek, aficionado a construir 
microscopios, quien en 1684 utilizó microscopios simples 
fabricados por él mismo (Figura 1.90). Comparados con los 
actuales, los microscopios de Leeuwenhoek eran bastante 
primitivos pero mediante una cuidadosa manipulación y 
ln buen enfoque, fue capaz de ver microorganismos tan 
pequeños como los procariotas. Describió sus observacio- 
тез en una serie de cartas dirigidas a la Royal Society de 
Londres, publicadas en 1684 en inglés. En la Figura 1.90 se 
Muestran dibujos de algunos de sus «diminutos animálcu- 
Jos», Sus observaciones fueron confirmadas por otros inves- 
adores, pero los avances en la comprensión de la 
faluraleza e importancia de estos minúsculos seres fueron 
тшу lentos. No fue hasta el siglo XIX cuando los microsco- 
Pios fueron mejorados generalizándose su uso, lo que per- 
ili poner de manifiesto el alcance y la naturaleza de las 
formas microbianas de vida. 


Ferdinand Cohn y la ciencia de la bacteriología 
Ta microbiología no se desarrolló como ciencia hasta que las 
"mejoras en microscopía permitieron una mejor observación 
Че las bacterias y se idearon técnicas básicas de laboratorio 
para el estudio de los microorganismos. El desarrollo de 
esas técnicas esenciales de laboratorio se vio favorecido рог 
Ininvestigación llevada a cabo durante el siglo xix en torno 
ados temas inquietantes. Uno de estos temas era la cuestión 
dela generación espontánea. Durante siglos, la idea de que 
la materia inerte podía originar seres vivos tuvo serios 
Idalensores. La segunda incógnita se centraba en la natura- 
leza de las enfermedades infecciosas. Se sabía que las enfer- 
'médades infecciosas se transmitían de un individuo a otro 
peto los mecanismos de la transmisión eran desconocidos. 
"Aunque las respuestas a estas preguntas se suelen asociar 
on las figuras de Louis Pasteur y Robert Koch, respecti- 
"vamente, fue el botánico alemán Ferdinand Cohn (1828- 
1898), un contemporáneo de aquéllos, quien fundó la 
bacteriologia (el estudio de las bacterias) y colocó a la inci- 
pinte microbiología en un buen punto de partida. 


Microscopio utilizado por Robert Hooke. La lente 
Objetivo se encajaba al final de un fuelle ajustable (G) y la lluminación 
se concentraba en la muestra por una lente sencila (1). (>) Dibujo de 
Robert Hooke que representa una de las primeras descripciones mi 
стоѕсбрісаз de microorganismos: ве trata de un moho azul creciendo. 
¡an la superficie de un trozo de cuero; las estructuras redondeadas con- 
tienen las esporas del moho. 
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ШИГЕ] >) Fotografia de una copia del microscopio de van 
Leeuwenhoek. La lente se montaba sobre la placa de latón cerca del 
extremo del tornillo ajustable de enfoque. (b) Dibujos de van Leeu- 
wenhcek da bacterias publicados en 1684, En estos sencillos dibujos 
podemos reconocer varios tipos morfológicos de bacterias comunes. 
А.С, Ру б, formas bacilares; E, formas estéricas о cocos; Н, grupos 
де cocos. (c) Micrografía de una extensión de sangre humana vista a 
través de un microscopio de van Leeuwenhoek. Los glóbulos rojos se 
aprecian claramente 


Cohn nació en 1828 en la actual Wroclaw, Polonia. Se 
formó como botánico y hacia 1850 se interesó en la micros- 
copía, teniendo la suerte de disponer de los mejores micros- 
copios de su tiempo para estudiar el crecimiento y la 
división de células vegetales. Su interés por la microscopía 
le llevó primero al estudio de plantas unicelulares, las algas, 
y más tarde a bacterias fotosintéticas, las cianobacterias. 
Cohn pensaba que todas las bacterias, incluso aquellas que 
carecen de pigmentos fotosintéticos, eran miembros del 
reino vegetal y sus estudios de microscopía de plantas y 
algas derivaron gradualmente al estudio de diversas bac- 
terias, como la bacteria oxidante del azufre Beggíatoa (Figu- 
ra 1.10) 

Cohn se interesó especialmente por las bacterias resis- 
tentes al calor, lo que le llevó a descubrir el género Bacillus 
y el proceso de formación de esporas, Ahora sabemos que 
las endosporas bacterianas son estructuras muy resistentes 
al calor, de hecho las más resistentes de todas las formas 
microbianas si exceptuamos unas pocas bacterias que cre- 
cen mejor a temperaturas notablemente elevadas. Cohn 
describió el ciclo de vida completo de Bacillus (célula vege- 
tativa = endospora — célula vegetativa (обе Sección 4.15)) 
y descubrió que las células vegetativas, pero no las endos- 
poras, podían morir mediante ebullición, Estos hallazgos 
Че Cohn ayudaron a explicar por qué algunos científicos 
anteriores, como John Tyndall, observaron que la ebullición 
ега a menudo una técnica efectiva de esterilización, pero 
по siempre era asi. 

Cohn continuó trabajando con bacterias hasta su retiro, 
contribuyendo de muchas maneras al desarrollo de la bac- 
teriología, aportando las bases experimentales para un 
esquema de clasificación de las bacterias y fundando una 
importante revista científica, En su época, Cohn fue un 
entusiasta defensor de las técnicas y las investigaciones de- 
sarrolladas por el fundador de la microbiología médica 
Robert Koch. También se debe a Cohn haber ideado méto- 
dos simples y efectivos para evitar la contaminación de 
medios de cultivo estériles, como el uso del algodón para 
cerrar los tubos y los matraces, Estos métodos fueron usa- 
dos posteriormente por Koch y le permitieron grande 
avances como el aislamiento y la caracterización de varias 
bacterias causantes de enfermedades (véase más adelante 
еп esta sección). 


Pasteur y el fin de la generación espontánea 
Enel siglo xix tuvo lugar una gran polémica sobre la teoría 
de la generación espontánea. La idea básica de la genera- 
ción espontánea puede comprenderse fácilmente. El ali- 
mento se pudre si permanece durante cierto tiempo a la 
intemperie. Cuando este material putrefacto se examina al 
microscopio se encuentra que está repleto de bacterias, ¿De 
dónde provienen estas bacterias que no se ven en el ali- 
mento fresco? pensaban que provenían de semillas 
о gérmenes que llegaban al alimento a través del aire, mien 
tras otros opinaban que se originaban espontáneamente а 
partir del material ínerte. 

El adversario más ferviente de la generación espontá- 
теа fue el químico francés Louis Pasteur (1822-1895), cuyo, 
trabajo sobre este problema fue el más riguroso y convin- 
cente. En primer lugar, Pasteur demostró que en el aire 
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Kam Dibujo realizado por Ferdinand Cohn en 1866 de la 
lamentosa oxidante de azufre Beggíatoa mirabilis. Los pe- 
бов gránulos dentro de la célula son azufre elemental producido 


por la oxidación del висо (+,S). Cohn fue el primera өп identiti- 
ом estos gránulos como azure. 


había estru turas que se parecían mucho a los microorga- 
"nismos encontrados en el material putrefacto. Descubrió 
eel alre normal contiene continuamente una diversidad 

¡células microbianas que son indistinguibles de las que se 
encuentran en mucha mayor cantidad en los materiales en 
putrefacción. Por tanto, concluyó que los organismos 
“encontrados en tales materiales se originaban a partir de 
microorganismos presentes en el aire, Además postuló que 
dichas células en suspensión se depositan constantemente 

sobre todos los objetos. Pasteur pensó que si sus conclu- 
iones eran correctas, entonces no debería estropearse un 
alimento tratado, de tal modo que todos los organismos 
„quelo contaminaran fueran destruidos, 

Pasteur empleó el calor para eliminar los contaminante 
pues ya se sabía que el calor destruye con efectividad los 
Organismos vivos. De hecho, otros investigadores ya ha- 
Бап mostrado que si una solución de nutrientes se intro- 
фида en un matraz de vidrio, se sellaba y se calentaba luego 
hasta ebullición, nunca se descomponía. Los defensores de 
Ча generación espontánea criticaban tales experimentos 
“argumentando que se necesitaba aire fresco para la gene- 
“ración espontánea y que el aire dentro del matraz cerrado 
же modificaba por el calentamiento, de modo que no era 
"capaz de permitir la generación espontánea. Pasteur supe- 
ема objeción de modo simple y brillante construyendo 
un matraz соп forma de cuello de cisne, que ahora se desig- 
па como un matraz Pasteur (Figura 1.11). En tales recipien- 
les, las soluciones nutritivas se podían calentar hasta 
"ebullición; luego, cuando el matraz se enfriaba, el aire podía 
“entrar de nuevo, pero la curvatura del cuello del matraz 
evitaba que el material particulado, las bacterias y otros 

mismos, alcanzasen el interior del matraz. El 

material esterilizado en tal recipiente no se descomponía y 
"по aparecían microorganismos mientras el cuello del 
matraz no contactara con el líquido estéril. Sin embargo, 
соп que el matraz se inclinara lo suficiente como 

Рага permitir que el líquido estéril contactara con el cue- 


llo, para que ocurriera la putrefacción y el líquido se llena- 
ra de microorganismos. Este sencillo experimento bastó 
рага aclarar definitivamente la controversia sobre la gene- 
ración espontánea. 

Eliminar todas las bacterias o microorganismos de un 
objeto es un proceso que ahora denominamos esteriliza- 
ción. Los procedimientos que usaron Pasteur, Cohn y otros 
investigadores fueron finalmente mejorados y aplicados a 
la investigación microbiológica, El fin de la teoría de la 
generación espontánea condujo, por tanto, al desarrollo de 
procedimientos eficaces de esterilización, sin los cuales la 
microbiología no podría haberse desarrollado como ciencia. 


¢ 


J quid no Сиода таа:  Esterilzación del 
estéril vertido curvado a la liquido por calor 
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€) Matraz ladeado para que Los mervorgarismos 
el polo cargado de crecen en liquido 
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IAN Erermento de Pasteur con matraces de cuello de 


cisne. (a) Esterilización del contenido del matraz. (b) Si el matraz se 
mantiene en posición vertical по hay crecimiento microbiano. (с) Silos 
microorganismos atrapados en el cuello alcanzan el liquido estéril, cre- 
сеп rápidamente, 
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La ciencia de los alimentos, por otra parte, está en deuda 
соп Pasteur pues sus principios son los que se utilizan en 
el envasado y conservación de muchos alimentos. 

Pasteur consiguió muchos otros éxitos en microbiolo- 
gía y medicina. Entre los principales destaca el desarrollo 
de vacunas para enfermedades como el carbunco, el cóle- 
ra aviar y la rabia, durante el periodo de 1880-1890. Estos 
avances médicos y veterinarios no sólo tuvieron impor- 
tancia por sí mismos, sino que permitieron que arraigara 
el concepto de la teoría microbiana de las enfermedades infec- 
ciosas, cuyos principios estaban siendo desarrollados por 
entonces por otro científico contemporáneo de Pasteur, 
Robert Koch. 


La demostración de que los microorganismos podían cau- 
sar enfermedades impulsó el desarrollo inicial de la ciencia 
de la microbiología. En realidad, ya en el siglo xix se pen- 
saba que se podía transmitir «algo» de una enfer- 
та a una sana, y producir en esta última la enfermedad de 
la primera. Muchas enfermedades parecían diseminarse 
por la población y se llamaban contagiosas mientras que el 
agente desconocido que causaba la diseminación fue Ila- 
mado contagio. Tras el descubrimiento de los microorga- 
nismos, se sospechaba que éstos pudieran ser responsables 
Че enfermedades, pero faltaban las pruebas definitivas. Los 
descubrimientos de Ignaz Semmelweis y Joseph Lister 
suministraron algunas pruebas indirectas sobre la impor- 
tancia de los microorganismos como causa de enfermeda- 
дегеп el hombre, pero Ia кона mierobana de ls enfermedades 
infecciosas no fue claramente concebida y experimental 
mente probada hasta los trabajos del médico 

(1843-1910) 

En su trabajo inicial Koch estudió el carbunco, una 
enfermedad del ganado que en ocasiones también afecta al 
hombre. Esta enfermedad está causada por una bacteria for- 
madora de endosporas, Bacillus anthracis, y la sangre de un 
animal con carbunco está llena de células de esta gran bac- 
teria. Mediante cuidadosos estudios de microscopía, Koch 
puso de manifiesto que la bacteria estaba siempre presente 
en la sangre de los animales enfermos. Sin embargo, la mera 
asociación de la bacteria con la enfermedad no demostraba 
que la bacteria fuera la causa de la enfermedad; por el con- 
trario, podría ser un efecto de la enfermedad. Por eso, Koch 
demostró que era posible tomar una pequeña cantidad de 
sangre de un ratón enfermo, inyectarla en un segundo ratón 
y provocar en éste la enfermedad y la muerte, Tomando 
Sangre de este segundo animal e ínyectándola en otro, obte- 
nía de nuevo los síntomas característicos de la enfermedad. 

Repitiendo experimentos de este tipo, Koch demostró 
por microscopía que la sangre del animal enfermo conte- 
nia gran cantidad de la bacteria formadora de 

Koch llevó este experimento aun más lejos. También 
demostró que la bacteria podía ser cultivada en caldos 
nutritivas fuera del animal y que, incluso después de 
muchas resiembras o transferencias de cultivo, la bacteria 
podía causar la enfermedad aún cuando se reínoculaba a un 
animal. Es decir, la bacteria procedente de un animal enfer- 
moy la mantenida en cultivo inducían los mismos síntomas 


de enfermedad tras su inoculación. Basándose en éste y en 
otros experimentos, Koch formuló los siguientes criterios, 
conocidos en la actualidad como postulados de Koch, para 
demostrar que un ро concreto de microorganismo ese 
agente etiológico de una enfermedad especifics 


Postulados de Koch 

1. Е organismo debe estar siempre presente en los ani- 
males que sufran la enfermedad y no en individuos 
sanos. 


2. El organismo debe cultivarse en cultivo axénico o puro 
fuera del cuerpo del animal. 


3. Cuando dicho cultivo se inocula a un animal suscepti- 
ble, debe iniciar en él los sintomas característicos de la 
enfermedad. 


4. El organismo debe aislarse nuevamente de estos ani- 
males experimentales y cultivarse nuevamente en el 
laboratorio, tras lo cual debe mostrar las mismas pro- 
piedades que el microorganismo original. 

Los postulados de Koch se resumen en la Figura1.12. 
Estos postulados no sólo permitieron demostrar que orga- 
nismos específicos originan enfermedades específicas, sino 
que impulsaron el desarrollo de la microbiología haciendo 
hincapié en la importancia de la utilización de los culti- 
vos en laboratorio. Usando estos postulados como gula, 
otros investigadores revelaron posteriormente la causa de 
muchas enfermedades importantes del hombre y de los 
animales. A su vez, estos descubrimientos condujeron al 
establecimiento de tratamientos adecuados para la preven- 
ción y cura de muchas enfermedades infecciosas, amplián- 
dose de este modo las bases científicas de la medicina clínica. 


Koch y los cultivos puros 
Para relacionar un microorganismo determinado con un 
proceso especifico, como el caso de una enfermedad, el 
10 debe ser primero aislado en un cultivo; ез, 
де, e cultivo debe de десант o puro, Бие споен 
fue recogido por Koch en la formulación de sus famosos. 
postulados (аша 1.12) y desarrolló varios métodos ingê 
пїозов para obtener bacterias en cultivo puro (vénse recua- 
dro sobre medios sólidos, las placas de Petri y los cultivos 
puros). 

Koch empezó estos estudios de forma rudimentaria, 
usando nutrientes sólidos como la superficie de una reba- 
nada de patata para cultivar bacterias, pero pronto diseñó 
métodos más fiables, muchos de los cuales aún se usan en 
la actualidad. Koch observó que cuando se exponía al aire 
la superficie de un nutriente sólido se desarrollaban colo- 
nias bacterianas que tenían formas y colores característicos. 
Dedujo que cada colonia se originaba a partir de una sola, 
célula bacteriana que había caído sobre la superficie, había 
encontrado los nutrientes apropiados y se había multipli- 
cado; es decir, cada colonia representaba un cultivo axénico 
о puro. Koch se dio cuenta de que este descubrimiento: 


de patata, Koch ideó caldos nutritivos más uniformes y 
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POSTULADOS DE KOCH: 


lucibles solidificados con gelatina y más tarde con ега debida а la tuberculosis. Aunque en aquel tiempo se 
(vénse recuadro). Actualmente el agar es el agente soli- sospechaba que la tuberculosis era una enfermedad con- 


Ме más usado en los laboratorios de microbiología — tagiosa, el organismo responsable de la enfermedad no se 
obtener y mantener cultivos puros de muchos micro- había visto, ni en los tejidos de enfermo ni en cultivo. 


„ especialmente de bacterias. Desde el principio de su estudio sobre la tuberculosis, el 
objetivo de Koch fue detectar el agente causante de la 
y la tuberculosis enfermedad y para ello empleó todos los métodos que 


mayor logro de Koch en la bacteriología médica está había desarrollado previamente: microscopía, tinción de 
ido con la tuberculosis, Cuando Koch comenzó tejidos, aislamiento en cultivo puro e inoculación en ani- 
estudio (1881), una de cada siete muertes en humanos males. 
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Сото sabemos ahora, el «bacilo de la tuberculosis», 
Mycobacterium tuberculosis, es muy difícil de teñir debido 
а que posee grandes cantidades de lípidos en su superfi- 
cie. Pero Koch diseñó un procedimiento para teñir М. 
tuberculosis en muestras de tejidos usando azul de metile- 
no alcalino y un segundo colorante (marrón Bismark) que 
teñía sólo el tejido. El método de Koch fue el precursor de 
la tinción de Ziehl-Nielsen usada hoy para teñir bacterias 
ácido-alcohol resistentes como M. tuberculosis (véase Sec- 
ción 12.24). Usando su nuevo método de tinción, Koch 
observó las células bacilares de M. tuberculosis teñidas 
de azul en tejidos tuberculosos, quedando estos últimos 
teñidos de marrón claro (Figura 1.13). Sin embargo, por 
su trabajo anterior sobre el carbunco, Koch era conscien- 
te de que identificar un microorganismo asociado а la tu- 
berculosis no bastaba; debía cultivar el microorganismo 
para demostrar que era la causa específica de la tuber- 
culosis. 

La obtención de cultivos de M. tuberculosis no fue tarea 
fácil, pero finalmente Koch tuvo éxito al obtener colonias 
de este organismo sobre suero de sangre coagulada. Pos- 
teriormente usó agar, que acababa de ser introducido como 
agente solidificante (véase recuadro). En condiciones ópti- 
mas, M. tuberculosis crece muy lentamente en cultivo pero 
la paciencia y persistencia de Koch hicieron posible la 
obtención de cultivos puros de este organismo a partir de 
diversas fuentes de origen humano y animal. Más tar- 
de, fue relativamente sencillo obtener la prueba defini- 
tiva de que el organismo aislado era la verdadera causa 
de la tuberculosis. Los cobayas pueden ser infectados fá- 
cilmente соп M. tuberculosis y posteriormente mueren 
de tuberculosis sistémica. Koch demostró que los coba- 
yas enfermos contenían masas celulares de M. tubercu- 
losis en sus tejidos y que los cultivos puros obtenidos de 
dichos animales transmitían la enfermedad a anima- 
les sanos. Koch, por tanto, cumplió los cuatro criterios de 
sus postulados y estableció la causa de la tuberculosis 
(Figura 1.12), Por esta importante contribución, Robert 
Koch recibió en 1905 el premio Nobel de fisiología y me- 
dicina. 


Y Revisión de conceptos 


Ferdinand Cohn fundó la bacteriología y descubrió las endos- 
рога» bacterianas. El trabajo de Louis Pasteur sobre la genera- 
ción espontánea condujo al desarrollo de métodos para el control 
del crecimiento de los microorganismos. Robert Koch estableció 
los criterios para el estudio de los microorganismos infecciosos 
y desarrolló los primeros métodos para el cultivo axénico o puro 
de los microorganismos 


/ Dequé manera el famoso experimento de Pasteur puso fin 
a la teoría de la generación espontánea? 


4. ¡Cómose puede probar con los postulados de Koch la causa 
y efecto en una enfermedad? 


Y ¿Qué ventajas tienen los medios sólidos para el cultivo de 
microorganismos? 


еп tejidos y en cultivo de laboratorio. (a) Sección 
transversal de un tubérculo en tejido pulmonar. Las células de М. tu- 
berculasis se tiñen de azul mientras que el tejido pulmonar se tiñe de 
marrón. (o) Células de M. tuberculosis en una muestra de esputo de un 
paciente tuberculoso. (с, d) Crecimiento de M. tuberculosis en cultivo 
puro. (с) Crecimiento en una placa de vidrio con suero sanguíneo coa- 
guiado en su interior y la tapadera abierta. (d) Se tomó una colonia de 
Células de М. tuberculosis de ta placa (с) y se observó al microscopio 
2700 aumentos (700% las células aparecen formando largas «cuerdas» 
(compárese con la Figura 12.70). Los dibujos originales aparecieron 
еп Koch, R. 1884 «Die Aetiologíe der Tuberkulose». Mittheilungen aus 
dem Kaiserichen Gesundheitsamte 2:1-88. 
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беп Koch fue el primero que cultivó 

bacterias өп medios de cultivo sólidos. 
Inicialmente, Koch empleó gelatina como 
agento para solidificar los diversos caldos. 
utrivos que usaba para cultivar bacterias. 
patógenas; y desarrolló un método para pre- 
parar láminas horizontales de un medio sól- 
do que mantenía ibre de contaminantes. 
gubriéndolas con una сатрапа о tapadera 
% cristal (véase Figura 1.130) 

Los caldos nutntvos con gelatina const 
шап un buen medio de сиймо para el aisia- 
miento y estudio de varias bactorias, pero 
presentaba varios inconvenientes, el más. 
Importante era que la gelatina no se manto- 
la sólida a la temperatura del cuerpo hu- 
mano (37°C), temperatura óptima para ol 
crecimiento de la mayoría de los microorga- 
nismos patógenos humanos, Por tanto, se 
тесевйаба un agente solidiicante más ver: 
sêl y ésto result ser al agar. 

El agar vs un polisacárido derivado de 
aigas rojas. En ol siglo xx во usaba con fro- 
ойго. especialmente en paises tropicales. 
en la preparación дө goles. El primor uso del 
‘agar como agente soliificante en medios de 
ulivo bacteriológicos se debe а Waher 
Нено La idea real de que el agar podía ser 
usado on lugar de la gelatina fue sugerida por 
la muor de Hesse, Fannie Hesse, quien habla 
usado ol agar para la proparación de mer 
әд» de їла. Cuando se ensayó como. 
оге soldificanto өп medios de culto, ве 
арго que superaba a la gelatina en muchos 
aspectos. Hasse escribió a Koch acerca de 
slo descubrimiento, y Koch adoptó rápida- 
mene osta técnica en sus propios trabajos, 


culasis, agente etiológico de la tuberculosis 
(véanse el texto y Figura 1.13). 

En 1887 Richard Petr publicó un соло tra- 
bajo describiendo una modificación de la têc- 
nica de las láminas horizontales de Koch. La 
mejora de Petr, que resultó ser enormemen- 
е útl, consistía en el uso de las cajas о pla- 
саз dobles circulares que llevan su nombre. 
Las ventajas de las placas de Petr eran evt 
dentes. podian ser lácimento almacenadas y 
wstarlizadas independientemente del medio 
y, despues de añadir ei medio liquido тако 
ıa la más pequeña де las dos tapadoras cit- 
culares. la de amaño mayor podia utilizarse 
como tapadera para ovitar contaminaciones. 
Las colonias que se formaban en a superficie 
del agar contenido өп la placa de Petri que- 
daban expuestas al aire y podían ser асі. 
mente manipuladas para su estudio. La idea 
original de Petr no ha sido superada hasta la 
fecha, y las placas de Poti, ya sean de vidrio 
routiizablo у osteriizadas por calor seco, o de 
plástico desechable y estoriizadas por óxido 
де etileno (un estoriizanto gaseoso) о por 
radiaciones gamma, constituyen el principal 


бое consciente de las implicaciones de sus 
métodos de obtención de cultivos puros оп 
relación con el estuco de la sistemática bac- 
опала. Obsarvó que sobra el medio sólido 
“expuesto а un objeto contaminado se de- 
sarrollaban colonias con formas diferentes 
(terian en color, кита, tamaño u otros 
caracteres) y que tales colonias se podían 


perpetua y dilerenciar entre si por sus carac- 
terísticas particulares, Las cólulas бо dilo 
rentes colonias сйегіап microscópicamente 
y а menudo también en sus temperaturas 
óptimas de crecimiento о en sus requeri- 
mientos nutricionales. Koch se dio cuenta de 
que todas estas diferencias entre los micro- 
organismos equivalian a los criterios que los 
taxonomistas hablan establecido para la cla. 
ficación de los organismos superiores como. 
animalos y plantas. En palabras de Koch: 
Toda bacteria que mantenga las caracteris 
eas que la diferencian de otras, cuando во 
cultivan en el mismo modio у bajo las mis 
тав condiciones, debería ser designada 
сото especia, variedad, forma о cualquier 
otra designación adecuada». Koch también 
dedujo de sus estudios sobre cultivos puros 
que se podía demostrar que determinados 
organismos tenian efectos específicos. Talos 
ideas lueron muy importantes para la rápida. 
aceptación de la microbiología como una 
ciencia biológica independiente. 

El descubrimiento por Koch del medio de 
суйо sólido y su Importancia өп la obten- 
ción de cultivos puros tuvo influencias más. 
айа del ámbito де la bacteriologia médica. Sus 
aportaciones constituyeron los Instrumentos. 
necesarios para el desarrollo de Campos 
como ol dela taxonomia bacteriana, la ger 
tica y otras disciplinas relacionadas. En con- 
Junto, toda la microbiología tiene una enorme. 
deuda de gratitud con Koch y sus colabora: 
doros por su intuición al darse cuenta de la 
gran importancia de los cultivos puros y por 
desarrollar algunos de los métodos funda: 
mentales en microbiologia ® 


Figura 1 Fotografía coloreada a mano de colonias formadas sobre agar, 
realizada por Walter Hesse, un colaborador de Robert Koch. Las colonias 
corresponden a hongos (mohos) y bacterias que se obtuvieron en estudios Inicia- 
dos por Hesse sobre el contenido microbiológico del aire de Berlin, Alemania, en 
1882. Tomado de Hesse, W. 1884 -Ueber quantitative Bestimmung der in der Lun 
enthaltenen Mikroorganismen», en Struck (ed), Mittheilungen aus dem Kaiserlichen 
'Gesundheitsamte. August Hirschwald. 
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Diversidad microbiana 
y nacimiento de la microbiología 
molecular 


A medida que la microbiología progresó desde el siglo хіх 
al siglo xx, nuestro conocimiento sobre la diversidad micro- 
biana aumentó de forma significativa y surgieron varias 
subdisciplinas en el área de la microbiología hasta llegar a 
la actual era de la «microbiología molecular». Merecen des- 
tacarse dos figuras importantes que hicieron posible esta 
transición, el holandés Martinus Beijerink y el ruso Sergei 
Winogradsky. Ambos microbiólogos pioneros se centraron 
en el estudio de las bacterias del suelo y del agua, y ambos 
destacaron principalmente por sus contribuciones al cono- 
cimiento de la diversidad microbiana. 


Beijerinck y Winogradsky 
En sus últimos años, Martinus Beijerinck (1851-1931) fue 
profesor de la Escuela Politécnica de Delft (de donde van 
Leeuvenhoek era también originario). En sus inicios tuvo 
una formación botánica y llegó a la microbiología a través 
del estudio de la microbiología de las plantas. La aporta- 
ción más importante de Beijerinck al campo de la micro- 
biología fue tal vez la formulación del concepto de cultivo 
de enriquecimiento. En vez de aislar microorganismos de 
naturaleza de un modo no selectivo, Beijerinck propuso 
seleccionar microorganismos específicos a partir de mues- 
tras naturales mediante el uso de medios de cultivo espe- 
cíficos y condiciones de incubación que favorecieran el 
crecimiento de un sólo tipo o grupo de microorganismos 
relacionados fisiológicamente. Usando la técnica de cultivos 
de enriquecimiento (o de «cultivos selectivos», como él la 
denominó), Beijerinck aisló los primeros cultivos puros de 
hos microorganismos del suelo y del agua, entre ellos 
bacterias acrobias fijadoras de nitrógeno (Figura 1.14), Бас 
terias reductoras de sulfato y oxidantes del azufre, bacterias 
fijadoras de nitrógeno en los nódulos radiculares, especies 
de Lactobacillus, algas verdes y muchos otros microory; 
nismos, En sus estudios sobre la enfermedad del mosaico 
el tabaco puso de manifiesto, mediante el uso de técni- 
cas de filtración selectiva, que el agente infeccioso (un virus) 
no era una bacteria sino algo que se incorporaba en las célu- 
las de la planta y necesitaba que ésta estuviera viva para 
reproducirse; en resumen, Beijerinck describió los princi- 
pios básicos de la virología. 


СЕП Marinus Beijerinck y Azotobacter. (а) Una página del 
cuaderno de notas de laboratorio de М. Boljernck fechada el 31 de di- 
ciembra de 1900 que describe sus observaciones sobre la bacteria ae- 
тоба {айога de nitrógeno Azotobacter chroococcum (rodeada en rojo) 
En esta página, Beijerinck usa el nombre de esta bacteria por vez pri- 
mera. Compare el dibujo de Baijerinck de pares de células de A. chroo- 
сосоит con la micrografía de células de Azotobacter que se presenta. 
еп la Figura 12.198. (b) Dibujo realizado por la hermana de Beijerinck, 
Henriette Beijerinck, mostrando células de Azotobacter chroococcum. 
Beijerinck utilizó estos dibujos para lustrar sus clases en tiempos muy 
anteriores a la aparición de las transparencias, las diapositivas y los. 
cañones de proyección con computadora que se usan hoy en día. 


AZOTOBACTER CHROOCOCCUM BEIJERINCK | 
® 
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Sergei Winogradsky (1856-1953), como Beijerinck, tam- 
bién logró aislar con éxito varias bacterias importantes por 
vez primera. Winogradsky estudió bacterias del suelo, en 
particular las implicadas en los ciclos del nitrógeno y del 
“azufre (Figura 1.15). En este contexto, aísló cultivos puros 
de bacterias nitrificantes demostrando que el proceso de 
nitrificación (oxidación del amoníaco a nitrato) era conse- 
cuencia de la acción bacteriana, y estudió la oxidación direc- 
ta del sulfhîdrico por bacterias oxidantes del azufre en sus 
hábitat naturales. 

Además de demostrar que las bacterias pueden ser 
agentes biogeoquímicos, el mérito de Winogradsky está en 
su aguda intuición de la repercusión metabólica de estos pro- 
esos. Por ejemplo, a lo largo de sus estudios sobre las bac- 
егіз que oxidan el azufre Winogradsky postuló el 
concepto de quimiolitotrofía, es decir, la oxidación de com- 
puestos inorgánicos acoplada a la liberación de energía 
utilizable (véanse Secciones 2.4, 5.14 y 17.8). Además, estu- 
dando las bacterias nitrificantes llegó a la conclusión de 
que estos organismos obtenían su carbono del CO, del aire, 
fs decir, que eran mulótrofos. Aunque por entonces ninguno 
de estos conceptos se aceptó con facilidad, hoy sabe- 
mos que la quimiolitotrofía y la autotrofía bacteriana 
оп procesos muy importantes en la Tierra e incluso per- 
miten el crecimiento de los organismos superiores (ове 
Sección 19.9), Usando un método de enriquecimiento, 
Winogradsky también aisló la primera bacteria fijadora de 
nitrógeno (la bacteria anaeróbica Clostridium ракісигіанит) 
y desarrolló el concepto de fijación bacteriana de N. Wino- 

sky llegó a ser casi centenario y publicó numerosos tra- 
junto con una importante monografía Microbiologie 
dl Sol (Microbiología del Suelo); este último trabajo, ver- 
dadero hito en la historia de la microbiología, contenía 
dibujos originales de muchos de las microorganismos que 
había aislado y estudiado en cultivos de enriquecimiento 
беп materiales naturales a lo largo de su carrera (Figu- 
115), 

La Tabla 1.1 muestra un resumen de algunos de los más 
Importantes descubrimientos en el campo de la microbio- 
ра desde la época de van Leeuwenhoek hasta nuestros 


Desarrollo de las subdisciplinas 

тёз importantes de la microbiología 

Durante el siglo xx la microbiología experimentó un rápi- 

do desarrollo en dos direcciones distintas, una básica y otra 

aplicada. En su aspecto aplicado, los progresos de Koch 
jeron a una expansión de la microbiología médica y la 

Inmunología en la primera parte del siglo, con el descu- 

'brimiento de muchas bacterias patógenas nuevas (vénse 

'Descubridores de las principales bacterias patógenas, Сар! 

шо 26) y el establecimiento de los principios por los que 


tos patógenos infectan el cuerpo y se hacen resistentes а 


Sus defensas. Otros avances prácticos se regi en el 
tampo de la microbiología agrícola, impulsados por los des- 
gubrimientos de Beijerinck y Winogradsky, y ayudaron а 

¡prender los procesos microbianos que en el suelo son 
beneficiosos o perjudiciales para el crecimiento de las plan- 
ls, Posteriormente, los estudios sobre microbiología del 
Suelo aportaron descubrimientos sobre usos importantes 


4 
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Dibujos coloreados a mano de cêlulas de bacterias 
fotosintéticas rojas del azufre incluidas en la monografía Microbio- 
logie du Sol, de Sergei Winogradsky, Los dibujos originales fueron 
hechos por él mismo en 1887 y luego copiados y coloreados а mano 
рог su esposa Helena para su publicación өп la monografía. Estos. 
dibujos muestran células del género Chromatium, сото С. kenll 
(Figuras 3 y 4) y С. vinosum (Figuras 5-8), Estas especies aùn se 
reconocen hoy. Nótense los prominentes flagelos de las cêlulas do 
С. oken. Compare las Figuras 3 y 4 con la micrografía de células 
vivas de С. окопі que aparece өп la Figura 12,4a de este о, De 
Sergei Winogradsky, Microbiología du Sol, fragmento de la Lami 
па У Paris, Francia: Masson et Cie Editeurs, 1949. Reproducida con 
permiso de Dunod Editeur, Parls, Francia. 


de los microorganismos, tales como la síntesis de antibióti- 
cos y productos industriales. Esto abrió el campo de la 
microbiología industrial, especialmente tras la Segunda Gue- 
rra Mundial 

La microbiología del suelo también constituyó una base 
sólida para el estudio de los procesos microbianos que ocu- 
ттеп en medios acuáticos tales como lagos, ríos y océanos, 
estudios que se agrupan en el área de la microbiología acud- 
tica. Una rama de la microbiología acuática se centra en los 
procesos de tratamiento de aguas residuales y en el sumi- 
nistro de agua potable para el consumo humano. Se han 
desarrollado procesos que se utilizan para eliminar las bace- 
trias patógenas del agua y potabilizarla, A medida que fue 
creciendo el interés por la biodiversidad y por las activi- 
dades de los microorganismos fue surgiendo la ecología 
microbiana como una disciplina importante de la ciencia de 
la microbiología; ciencia que está experimentando una se- 
gunda «edad de oro» en la actualidad (véanse Capítulos 18 
y 19). 
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ТАВІА 1.1 

1654 Antoni van Leeuwenhoek 

1798 Edward Jenner 

1857 Louis Pasteur 

1860 Louis Pasteur 

1464 Louis Pasteur 

1867 RobertLister 

1476 Ferdinand Cohn 

1881 RobertKoch 

1882 RobertKoch 

1820 Plie Metchnikolt 

1884 RobertKoch 

184 Christian Gram 

1885 Louis Pasteur 

189 Sergei Winogradsky 

Im Martinus Beijerinck 

1890 Emil von Behring and Shibasaburo Kitasato 

1890 Sergei Winogradsky 

1901 Martinus Beijerinck 

1%01 Karl Landsteiner 

1908 Paul Ehrlich 

өн Francis Rous 

128 Frederick Griffith 

1929 Alexander Fleming 

1931 Comelius van Niel 

1925 Gerard Domagk 

1945 Wendall Stanley 

1%41 George Beadle and Edward Tatum. 

1943 Max Delbruck and Salvador Luria 

194 Oswald Avery; Colin Macleod, Maclyn McCarty 

12%4 Selman Waksman and Albert Schatz 

1946 Edward Tatum and Joshua Lederberg 

1951 Barbara McClintock 

1952 Joshua Lederberg and Norton Zinder 

1953 James Watson, Francis Crick, Rosalind Franklin 

1959 Arthur Pardee, François Jacob, Jacques Monod 

1959 Rodney Porter 

1059 F Macfarlane Burnet 

1960 Frangois Jacob, David Perrin, Carmon Sanchez, 
Jacques Monod 

1960 Rosalyn Yalow and Solomon Berson 

1961 Sydney Brenner, François Jacob, and 


Matthew Meselson 
1966 Marshall Nirenberg and H. Gobind Khorana 
1967 Thomas Brock 


1969 Howard Temin, David Baltimore, Renato Dulbecco 
1969 Thomas Brock and Hudson Freeze 
1970 Hamilton Smith 
1973 Stanley Cohen, Annie Chang, Robert Helling, 
“and Herbert Boyer 
1975 Georges Kohler, Cesar Milstein 


1976 Susumu Tonegawa 
1977 Сап Woese and George Fox 
1977 Ете Sanger, Steven Nikden, Alan Coulson 


1981 Stanley Prusiner 
1982 Karl Stetter 

1983 Lue Montagnier 

1988 Kary Mullis 

1995 Ста Venter and Hamilton Smith 

1999 The Institute for Genomic Research (TIGR), y otros 


2000 Edward Delong 


Descubrimiento de las bacterias 
Vacunación contra la viruela 
Microbiologia de la fermentación láctica 

Función de las levaduras en la fermentación alcohólica 
Fin de la controversia sobre la generación espontánea 


Métodos de estudio de bacterias en cultivo axénico. 
Descubrimiento de la etiología de la tuberculosis 
Fagocitosis 

Postulados de Koch 

Método de la tinción de Gram 

Vacuna contra la rabia 

Concepto de quimiolitotrofía 

Concepto de virus 

Айла diftèria 
Cneximiento autotrófico de los quimiolitotrolos 
Método de cultivos de enriquecimiento 

Grupos sanguíneos humanos 

Agentes quimioterapéuticos 
Primer virus oncogénico 
¡Descubrimiento de la transtormación en neumococos. 
Descubrimiento de la penicilina 

HS (sulfuro) como donador de electrones en la fotosíntesis anoxigénica 
Sulfamidas 
Cristalización del virus del mosaico del tabaco 
Hipótesis un gen-una enzima. 

Herencia de caracteres genéticos en bacterias 


génica por una proteína represora 
Estructura de las inmunoglobulinas. 

Teoría de la selección clonal 
Concepto de operon 


Desarrollo del radioinmuncensayo (RIA) 
RNA mensajero y ribosomas como lugar de síntesis de proteínas. 


Descubrimiento del código genético 

Descubrimiento de bacterias capaces de crecer en fuentes termales. 
con agua en ebullición 

Descubrimiento de retrovirus y transeriptasa inversa 

Aislamiento de Thermus aquaticus, fuente de la DNA polimerasa Tag 

Especifiidad de acción de las enzimas de restricción 

ONA recombinante 


Anticuerpos monoclonales. 
Reordenacion en los genes de las inmunoglobulinas 
Descubrimiento de Archana 

Métodos de secuenciación del DNA 
Caracterización de los priones 

Aislamiento del primer procarota con temperatura óptima superior 
Descubrimiento del VIH como causa del SIDA. 

Descubrimiento de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 


Las principales fuentes de referencia incluyen Brock, TD. (1961), Мас in Microbiology, Prentice Hall Englewood СЫ, NJ: Brock. TD. (1990). Te Emergencr 
1f Bacterial Coni, Со Spring Harbor Press, Cold spring Arbor NY. ЕЁ 03€ indica en cado caso como el año enel que se publicó el de Еышгуз. 
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Además de los avances en las áreas aplicadas de la micro- 
ologia, lo que ha permitido tantos progresos en la socie- 
dad humana, el siglo xx fue testigo de un amplio desarrollo 
_ de nuestros conocimientos sobre los principios básicos de 
Ла funcion microbiana. Por ejemplo, se descubrieron y cla- 
sificaron muchas clases de nuevos microorganismos dando 
asi origen a una considerable extensión de la sistemática bac- 
teriana. El estudio de los nutrientes que requieren los micro- 
los productos que originan dieron lugar al 
área de la fisiología microbiana. Por otra parte, los avances 
registrados en el conocimiento de la estructura física y qui- 
mica de los microorganismos (citología), y en las enzimas 
'microbianas y las reacciones que llevan a cabo (bioquímica 
microbiana) influyeron profundamente en la microbiología 
actual. 


Desde mediados del siglo xx, un área de investigación 
básica que se desarrolló rápidamente fue la genética bacte- 
timna, disciplina que se ocupa de la herencia y la variación 
bacteriana. Aunque a principios de siglo se tenían algunas 

_ ideas sobre la variación bacteriana hubo que esperar hasta 
el descubrimiento del intercambio genético en bacterias, 
alrededor de 1950, para que la genética bacteriana llegara 

a constituir realmente un intenso campo de estudio. La 
genética bacteriana, bioquímica, y la fisi se desarro- 

_ Maron fundamentalmente hacia mediados de siglo, permi- 
белар а principio de los años sesenta un conocimiento 
“avanzado del DNA, RNA y la síntesis proteica. La apari- 
“дёп de la biología molecular se debe en gran medida a estos 
estudios con bacterias. 

En el siglo xx también se desarrolló el estudio de los 

Aunque Beijerinck descubrió el primer virus hace 

de 100 años, la verdadera naturaleza de los virus по 

¡conoció hasta mediados del siglo xx. Gran parte de este 

jo comprende el estudio de los virus que infectan bac- 

terias, los llamados bacteriófagos. El descubrimiento de que 

infección vírica era análoga a una transferencia génica 

tituyó un hallazgo importante y permitió establecer 

cones entre virus y otros elementos genéticos a partir 
investigaciones realizadas con bacteriófagos. 

Hacia 1970 nuestros conocimientos sobre los procesos 

de la fisiología, la bioquímica y la genética bacte- 
avanzaron de tal modo que hicieron posible mani- 
pular experimentalmente el material genético de las células 


Preguntas de repaso 


usando las bacterias como instrumentos. También fue posi- 
ble introducir material genético (DNA) de origen exógeno 
en bacterias y controlar su replicación y características, Esto 
llevó a la aparición de la biotecnología. Aunque la biotec- 
nología tuvo sus orígenes en estudios básicos, su aplica- 
ción al bienestar humano ha requerido el uso de los 
principios de la fisiología y de la microbiología industrial, 
lo que es un buen ejemplo que ilustra cómo la investigación 
básica y la aplicada avanzan juntas, También por esta época 
se pusieron a punto técnicas de secuenciación de ácidos 
nucleicos susceptibles de ser usadas para establecer rela- 
ciones filogenéticas (evolutivas) entre procariotas, intro- 
duciendo así conceptos revolucionarios en la clasificación 
de los seres vivos en general y permitiendo comprender, 
por vez primera, la historia evolutiva de los microorga- 
nismos. Ahora, en el nuevo milenio, se pueden secuenciar 
соп rapidez los genomas completos y, sin duda, estamos en 
1а era del análisis genómico. La inmensa cantidad de 
información genómica de la que disponemos en la actua- 
lidad, está permitiendo lograr avances sorprendentes en 
medicina, ecología microbiana, microbiología industrial y 
muchas otras áreas relacionadas. Es fácil darse cuenta de 
que la ciencia de la microbiología ha recorrido un largo 
camino en 300 años. Pero lo mejor está por venir. 


1,8 Revisión de conceptos 


A diferencia de Koch y Pasteur, Beijerinck y Winogradsky estu- 
diaron las bacterias del suelo y del agua y desarrollaron la técnica 
de cultivo de enriquecimiento para el aislamiento específico de 
varios grupos fisiológicos. En la segunda mitad del siglo Хх los 
estudios conjuntos de la microbiología básica у aplicada supu- 
sieron las bases para el desarrollo de la actual microbiología 
molecular. 


Z En qué consiste la técnica del cultivo de enriquecimiento y 
cul fue su aportación como nuevo método en microbio- 
logía? 

/ Enumere las disciplinas de la microbiología que estudian: el 
metabolismo; la enzimologia; la síntesis de ácidos mucléi- 
сов y proteinas; los microorganismos y su ambiente natural 


| 11, Indique seis propiedades importantes asociadas al 
estado vivo. ¿Cuál de estas propiedades se presenta 
jen todas las células? ¿Cuál de estas propiedades se pre- 
senta solamente en algunos tipos de células? 
2, Las células se pueden considerar como máquinas qui- 
micas y como sistemas de codificación. Explique las 
diferencias entre estos dos atributos de una célula. 


3. ¿Qué se requiere para que ocurra la traducción en una 
célula? ¿Cuál es el producto del proceso de traduc- 
ción? 

4. ¿Qué es un ecosistema? ¿Viven los microorganis- 
mos en cultivo puro en un ecosistema? ¿Qué efectos 
pueden tener los microorganismos sobre sus ecosis- 
temas? 
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5. ¿Cómo convencería a un amigo de que los microorga- 
nismos son mucho más que meros agentes causantes 
de enfermedades? 

6. {Ооё ез un cultivo puro y cómo puede obtenerse? ¿Por 
qué el conocimiento de la obtención de cultivos puros 
fue tan importante para el desarrollo de la microbio- 
logía? 

7. Explique el fundamento del matraz que utilizó Pas- 
teur en los estudios sobre generación espontánea, 

8. Comente la importancia de los medios sólidos de cul- 
tivo en el desarrollo de la microbiología como ciencia. 


Ejercicios prácticos 


9. ¿Cómo contribuyó Ferdinand Cohn a la bacteriologia? 

10. ¿Cuáles son los postulados de Koch y cuál fue su 
influencia en el desarrollo de la microbiología? 

11. Describa una contribución importante a la microbio- 
logía del científico pionero Martinus Beijerinck. 

12. Usando la Tabla 1.1 como guía, compare el enfoque de 
la investigación microbiológica antes y después de la 
Segunda Guerra Mundial. 


1. Observe los organismos que se muestran en la Figura 
1.1, Describa cómo las células que se muestran en los 
paneles (a) y (b) difieren de los organismos de los 
Paneles (с) y (d). Indique tantas diferencias como 
pueda. 

2. Los experimentos de Pasteur sobre la generación 
espontánea tuvieron una enorme importancia en el 
avance de la microbiología, а través de su impacto en 
la metodología, las ideas sobre el origen de la vida y la 
conservación de los alimentos, entre otros muchos 


aspectos. Comente brevemente la influencia de sus 
experimentos en cada uno de los temas señalados. 

3. Describa las diferentes pruebas que Robert Koch usó 
para asociar de modo definitivo la bacteria Myco- 
bacterium tuberculosis con la enfermedad de la tu- 
berculosis. Sin la disponibilidad de alguno de los 
procedimientos que él desarrolló para el estudio de las 
enfermedades bacterianas, ¿habría sido posible esta- 
blecer estas pruebas para la tuberculosis? 


as cianobacterias, como por ejemplo la bacteria filamentosa del género 
'scillutoria que aquí se muestra, son bacterias cuyo metabolismo pro- 

го posible que se dieran las condiciones necesarias 
para la aparición de formas superiores de vida en la Tierra. fs interesante men- 
clonar que las cianobacterias constituyen una importante línea evolutiva que dio 
origen a los cloroplastos de los eucariotas fototróficos, desde las algas a les árba 
Jes. Los métodos moleculares han abierto la puerta al estudio de la diversidad mi- 
торам, permitiendo a los microbiólogos construir un árbol universal de la vida 
y desvelar las multiples relaciones que existen entre los organismos más diversos. 


ductor de oxígeno 


PERSPECTIVA GENERAL DE LA VIDA 
MICROBIANA 


ESTRUCTURA CELULAR E MISTORIA 
EVOLUTIVA 

Elementos de la estructura celular y vírica 
Organización del DNA en las células 
microbianas 

El árbol de la vida 


DIVERSIDAD MICROBIANA 

Diversidad fisiológica de los microorganismos 
Diversidad en lo» procariotas 
Microorganismos eucarióticos 


ЕБЕ E pe 


SES 


Arqueas procariotas relacionados filogenéti- 
«camente, pertenecientes al domino Arcs 
y distintos del dominio Barteria 

Bacterias procariotas relacionados filogéne- 
ticamente, pertenecientes al dominio Вас 
teria y distintos del dominio Archaet 

Cromosoma elemento genético que lleva 
Benes esenciales para el funcionamiento de 
la célula 

Citoplasma contenido celular que se en- 
cuentra dentro de la membrana citoplas- 
mática, excepto el núcleo (si existe) 

Dominio el nivel más elevado de la clasifica- 
ción biológica 

Endosimblosis el proceso mediante el cual 


Sucarteta una célula con un núcleo delimi- 
tado por una membrana nuclear y que en 
general presenta otros orgánulos, pertene- 
cientes al dominio Eukaryr 

Extreméfîlo un organismo cuyo crecimiento. 
óptimo se alcanza en condiciones ambien- 
tales extremas. 

Fototrofo un organismo que utiliza la luz 
сото fuente de energía 

Filogenia relaciones evolutivas entre orga- 

Genoma el conjunto de genes de un organis- 


Morfología forma celular 
Nucleoide mass total de ОМА que constitu 


¡Núcleo una estructura rodeada por una mem- 
brana que contiene los cromosomas en cé- 
lulas eucacióticas 

Piáamido un elemento genético extracromo- 
úsómico que no es necesario para el creci- 
miento 

Procarlota una célula que carece de un nū- 
deo delimitado por una membrana nuclear 
y de otros orgánulos 

'Quimiolitotrofo organismo que obtiene su 
energía de la oxidación de compuestos in- 


orgánicos 
Quimioorganotroto un organismo que ob- 
tiene su energia de la oxidación de com- 


se originaron las mitocondrias у los cloro- 
plastos a partir de descendientes del do- 
minio Bacteria 


уе el cromosoma de las células procarióti- 
саз (Bacteria у Archaea) 


puestos orgánicos 

Ribosoma una partícula citoplásmica donde: 
se realiza el proceso de la sintesis de pro- 
teinas 


1 ESTRUCTURA CELULAR E 
HISTORIA EVOLUTIVA 


п este capítulo se introducen los conceptos sobre 

la relación entre estructura y función celular y 
sobre la diversidad microbiana que reaparecerán a lo largo 
del libro. Se comparará aquí la arquitectura general de las 
células microbíanas, ве diferenciarán las células de los virus, 
se explorarán las características evolutivas esenciales del 
árbol de la vida y se considerarán finalmente algunos de 
los grupos más importantes de microorganismos que in- 
fluyen sobre nuestras vidas y sobre nuestro planeta, 


Elementos de la estructura 
celular y vírica 


¿Cuál es la estructura de una célula? Todas las células tie- 
nen una barrera llamada membrana citoplasmática o celular 
que separa el interior de la célula del exterior. A través de 
ella entran los nutrientes y sustancias que la célula necesi- 
ta y salen los materiales de desecho y otros productos. En 
el interior, y limitado por la membrana citoplasmática, se 
encuentra una compleja mezcla de sustancias y estructuras 
que se denomina citoplasma. Estos materiales y estructu- 
ras, bien disueltos en agua o en suspensión, llevan a cabo 
las funciones de la célula. 

Los principales componentes del citoplasma son, ade- 
más del agua, las macromoléculas (en particular las proteínas 
y los ácidos nucleicos), los ribosomas, pequeñas moléculas 
Orgánicas (muchas de ellas precursoras de macromolécu- 


IMA seua interna де las células microbianas. (a) Dia” 


grama de un procarota. (b) Diagrama de un eucariota. 


21% ELEMENTOS DE LA ESTRUCTURA CELULAR Y VÍRICA ® 23 


las) y varios iones inorgánicos. Los ribosomas constituyen 
las factorias celulares donde se sintetizan las proteínas y 
son estructuras particuladas compuestas de ácido ribonu- 
Чеїсо (RNA) y diversas proteínas que interaccionan con 
otras proteínas solubles у con el RNA mensajero en el im- 
portante proceso de la sintesis de proteínas. 

La pared celular proporciona rigidez estructural a las 
células. Es relativamente permeable, se encuentra en el ex- 
terior rodeando a la membrana citoplasmática (Figura 2.14) 
yes una capa mucho más rígida que dicha membrana. Las 
células vegetales y la mayoría de los microorganismos po- 
seen pared celular, mientras que la mayor parte de las cé- 
lulas animales carecen де ella, (En su lugar, las células 
animales están reforzadas por una especie de andamiaje en 
el citoplasma que constituye el citoesqueleto.) 


Células eucarióticas y procarióticas 

Un análisis detallado de la estructura celular interna per- 
mite diferenciar dos tipos de células: la procariótica y la 
ucariótica (Figura 2.1), Las células eucarióticas son por lo 
general más grandes y estructuralmente más complejas que 
las procarióticas, y una característica diferencial de las cé 
llas eucarióticas, ausente en las procarióticas, es la pre- 
sencia de estructuras limitadas por membranas llamadas 
orgánulos. Los orgánulos comprenden el múcleo, las mito- 
sondrias y los cloroplastos (estos últimos sólo están presentes 
еп las células fotosintéticas) (Figura 2.10). Las mitocondrias 
y los cloroplastos desempeñan funciones específicas en la 
generación de energia, llevando a cabo la respiración y la fo- 
оез», respectivamente, Los microorganismos eucarió- 
ticos son las algas, los hongos y los protozoos (véanse 
Figuras 223 y 2.24). Todos los metazoos (animales y plan- 
as) están formados por células eucarióticas. Las células eu- 

анонса se tratarán con más detalle en el Capítulo 14. 


e 


A diferencia de las células eucarióticas, las células pro- 
carióticas tienen una estructura interna más simple y care- 
сеп de orgánulos rodeados por membranas (Figura 2.14 y 
22). Los procariotas comprenden las Bacteria y las Archaea 
(Figura 224,0). Aunque las distintas especies de Bacteria y 
Archaea comparten una estructura celular de tipo ргосагіб 
tico, se diferencian notablemente entre sí por su historia 
evolutiva, A lo largo de este libro, el término bacteria, escri- 
to con «В» minúscula, es sinónimo de procariota; mientras 
que el término Bacteria, escrito con «В» mayúscula, se re- 
fiere a las especies de este gran grupo de procariotas evo- 
lutivamente relacionados, perteneciente al dominio Bacteria, 
distinto en este sentido particular de las Archaea. 

Las células microbianas generalmente son muy peque- 
ñas. Un bacilo procariótico típico mide de 1 a 5 micrometros 
(ит) de largo por 1 ит de ancho (un micrometro es la mi- 
Nlonésima parte de un metro) y, por tanto, resulta invisible 
а simple vista, Para comprender esta magnitud hay que 
considerar que se podrían poner en fila 500 bacterias de 1 
jim de largo sobre el punto final de esta frase. Las células 
eucarióticas por lo general son mucho mayores que la 
lulas procarióticas, pero el tamaño puede variar dentro de 
un amplio margen (Figura 2.3c). Trataremos de nuevo con 
más detalle el tema del tamaño celular en el Capítulo 4. 


Virus 

Los virus, que constituyen una clase importante de micro- 

organismos, no son células (Figura 2.3). Carecen de muchos 
atributos de las células y se diferencian particularmente de 
éstas en que no son sistemas dinámicos abiertos que toman 
nutrientes y vierten sustancias al exterior. Por el contrario, 
una partícula vírica es una estructura estática, muy estable 
e incapaz de cambiar o sustituir sus constituyentes, Un vi- 
rus sólo adquiere el atributo clave de los sistemas vivos, es 


Membrana ~, 


Membrana intema 
е 


Mitocondria 
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dominio Eukarya): la célula mide В um de diámetro, 
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icula virica individual mide cerca do 65 nm (0,065 um) de diámetro. (b) El virus bacteriano lambda (bacteriófago). La cabeza de cada particu- 


1а mide cerca de 65 nm de diámetro. (с) Tamaño de los virus mostrados өп (a) y (b) en comparación con una bacteria y una célula eucariótica. 


decir, la reproducción, cuando infecta a una célula (ase 

igura 1.3), A diferencia de las células, los virus no tienen 
pacidad metabólica propia. Además, aunque contienen 
sus propios genes, los virus carecen de ribosomas y, por 
tanto, dependen de la maquinaria biosintética celular para 
sintetizar proteínas. 

Los virus infectan todo tipo de células, incluso las célu- 
las microbianas. Muchos virus causan enfermedades en los 
organismos que infectan, pero la infección vírica no siem- 
pre conduce a enfermedad. En los Capítulos 9 y 16 ехроп- 
diremos que, además de originar enfermedades, los virus 
pueden tener otros efectos muy profundos sobre las células, 
llegando incluso a causar alteraciones genéticas que oca- 
sionalmente pueden mejorar las capacidades de la célula. 
Los virus son mucho más pequeños que las células, mucho 
menores todavía que las células procarióticas. La Figura 23 
ilustra los tamaños relativos de las células y los virus, 


1R 


jón de conceptos 


Todas las células microbianas poseen ciertas estructuras bási- 
сав comunes сото membrana citoplasmática, ribosomas y, con 
frecuencia, pared celular. Se reconocen dos categoría celulares 


desde el punto de vista estructural: la procariótica y la eucarió- 
tica. Los virus no son células pero dependen de las células para 
llevar a cabo sus funciones replicativas. 


/ Observando el interior celular, ¿cómo podría deci 
célula es procaríótica o cucariótica? 

¿Cuál es la función importante de los ribosomas en las célu- 

las? 

¿Cuál es la longitud típica de una célula bacteriana con for- 

тпа de bacilo? ¿Cuántas veces es usted mayor que una de es- 

tas células aisladas? 


Organización del DNA 
| Erro 


En todas las células los procesos vitales están controlados: 
por su dotación genética, es decir, por su conjunto de genes 
(genoma). Un gen puede ser definido como un segmento de 
DNA que codifica una proteína (a través del RNA mensa 
jero) u otra molécula de RNA, como el del RNA ribosómi- 
со. En el Capítulo 15, analizaremos los rápidos avances 
experimentados en la secuenciación y el análisis de geno- 


i una 
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mas de los organismos vivos, desde las bacterias hasta el 
hombre, que han permitido disponer de informaciones g 
nómicas detalladas en centenares de organismos diferen- 
tes, Ahora sólo consideraremos cómo se organizan los 
genomas en las células procarióticas y eucarióticas. 


Núcleo versus Nucleoide 

Los genomas presentan una organización diferente en cé 
lulas procarióticas y en células eucarióticas. En las proca- 
rióticas, el DNA se encuentra como una larga molécula de 
dos cadenas formando el cromosoma bacteriano que se co 
densa para dar origen а una masa visible llamada nucleoi- 
de (Figura 2.4). Como se indica en el Capítulo 7, en la 
mayoría de los organismos procarióticos el DNA es circular 
y en general, poseen un cromosoma único. Por esta razón, 
la mayoría de los procariotas contienen una sola copia de 
сайа gen y, por consiguiente, son genéticamente haploid 
La mayoría de los procariotas contienen también pequeñas 
cantidades de DNA extracromosómico, dispuesto habi 
tualmente de modo circular, que constituyen los plásmi- 
dos. Los plásmidos suelen contener genes que confieren 
propiedades especiales a las células (por ejemplo, propie- 
dades metabólicas especiales), pero no llevan los g 
esenciales que se requieren básicamente para la supervi- 
vencia y que se localizan en el cromosoma. 

En los eucariotas, el DNA se presenta dentro del núcleo 
en moléculas lineales empaquetadas en un estado muy or- 
ganizado formando los cromosomas. El número de cromo- 
somas depende del organismo. Por ejemplo, la levadura de 
panadería Saccharomyces cerevisia 
‘dispuestos en В pares, mientras que las células humanas con- 
белеп 46 (23 pares). Los cromosomas de los eucariotas con- 
lienen algo más que DNA; contienen también proteínas que 
favorecen el plegamiento y el empaquetamiento del ОМА, 
así como otras proteínas necesarias para la expresión gêni 
a, Una diferencia fundamental entre procariotas y eucario- 
las es que estos últimos contienen típicamente dos copias de 
ada gen y son, por tanto, genéticamente diploides. Durante 
la división celular en células eucarióticas el núcleo se divi 
Че (tras duplicarse el múmero de cromosomas) mediante 
conocido proceso de mitosis (Figura 2.5). De la división mi- 
са se originan dos células hijas idénticas y cada una de 
llas recibe un núcleo con un conjunto completo de genes. 

La dotación diploide del material genético de las célu- 
las eucarióticas se reduce a la mitad mediante el proceso 


contiene 16 cromosomas 


[ЕТЕД] E оссе (aj Marga ápica de vidas de 
Escherichia col tratadas de modo que se resalta ei nucieoide hanta 
hacerlo visible. o) Micrograa electónica de un nucicide aalado de 
una сёма de E. coli. La сёМа fve isda suavemente para permitir que 
al nucleoide atamante compactado saliera intacto, Las flechas ind- 

can los extremos бе las cadenas de DNA. La mayoria де los nucieot 

des bacterianos consisten en una ùnica molécula circular (el 
cromosoma bacteriano), aunque los genomas Ineales están presentes 
оп algunas especies (баво Sección 74) 


rata canguro. La ойма us fotografiada 
олш osado de төшөө dela visión mi 
киса. El color verde comeeponde a ta tin 
ción de una proteins amada ёт que 
э importante para la separación de los cro- 
mosomas дезе Sección 14.5. Б color azul 
se debe a un colorante que tiñe ОМА e i- 
Фа los cromoetoras.Auque а mitosia us 
una parte integra del ciclo celular en as сё- 
М sur, по ocre өл las cl 
res 
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de meiosis para formar gametos haploides en la reproduc- / Distinga entre núcleo y nuclevide. 
ción sexual. La fusión de dos gametos durante la forma- / ¿En qué se diferencian los plásmidos de los cromosomas? 
Y 


ción del zigoto restaura el estado diploide de la célula ийде вел étiula humana tenga más 
resultante. Estos procesos se presentan con más detallen A que uma bs ита ? 


el Capítulo 14. 
| 2з | árbol de la vida 
¿Cuántos genes y cuántas proteínas tiene una célula? Una 


bacteria típica, Escherichia coli, contiene un único cromoso- Cabe preguntarse si la estructura celular es reflejo de una re- 
ma con DNA de alrededor de 4,6 millones de pares de ba- lación evolutiva. La respuesta a esta pregunta es «sí» у «no». 
ses. Como el cromosoma де E. coli ha sido completamente Los vínculos evolutivos entre las formas de vida son el obje- 
secuenciado, sabemos que contiene cerca de 4.300 genes. (о de estudio de la ciencia de la filogenia, Por una parte, se 
Algunas bacterias tienen un número de genes tres veces su- puede afirmar que todas las células procarióticas conocidas 
perior, pero otras no superan la ocatava parte de dicho nú- ѕоп distintas filogenéticamente de las eucarióticas. Por otra 
mero. Las células eucarióticas tienen muchos más genes parte, parece claro que no todas las células procarióticas están 
que las procarióticas, Una célula humana, por ejemplo, con- relacionadas entre sí en un sentido evolutivo. Se llegó a esta 
tiene unas mil veces más DNA que E. coli y alrededor de 7 conclusión tras estudios de la evolución molecular en proca- 
veces su número de genes (más adelante veremos que la riotas, específicamente de las relaciones filogenéticas dedu. 
mayor parte del ОМА en las células eucarióticas es ОМА cidas después de comparar las secuencias de macromoléculas 
no codificante). Una única célula de E, coli contiene apro- esenciales. Por razones que se detallan en el Capítulo 11, unos 
ximadamente 1.900 tipos diferentes de proteínas y cerca de cronómetros excelentes de la relación evolutiva son las ma- 
24 millones de moléculas de proteínas en total. Algunas cromoléculas ribosómicas, en especial los RNAs ribosómicos. 
proteínas son muy abundantes, otras lo son menos, y otras Como todos los organismos contienen ribosomas, y por tan- 
están presentes en una o en escasas copias. Е. сой, por tan- to RNA ribosómico, este tipo de moléculas se pueden usar y 
to, tiene mecanismos que controlan la expresión de sus ge- de hecho se han usado para construir un árbol filogenético 
nes de modo que no todos ellos se expresan con la misma раға todas las formas de vida lótica y eucariótica, Carl 
frecuencia o al mismo tiempo, Esto se observa en todaslas Woese, un microbiólogo estadounidense, fue el primero en 
células, tanto procarióticas como eucarióticas; los mecanis- — advertir la posibilidad de emplear el RNA ribosómico como 
то» de expresión génica se desarrollan en el Capítulo В. instrumento idóneo para establecer relaciones filogenéticas. 

La tecnología utilizada en estas estimaciones es ya una prác- 

tica rutinaria y se resume en la Figura 26. 
LAS Mikio de шерне Se han identificado tres líneas celulares filogenética- 
Los genes dirigen las propiedades de las células y el conjunto de mente distintas a partir de la comparación de las secuencias 
рими de unà Ойша elo que асосонок E DNA del RNA ribosómico; dos de estas líneas contienen sólo pro- 
se dispone en las células formando cromosomas. Generalmente. cariotas, mientras la tercera está compuesta por eucariotas, 
en los procariotas hay un solo cromosoma circular, mientras que Estas líneas evolutivas, conocidas como dominios evoluti- 


en los eucariotas existen varios cromosomas lineales. vos son Bacteria, Archaea y Eukarya (Figura 27), Se supone 
DNA 
Células сорока 


а e е 


КЕП 5саат dal gon del ANA ricsómico y подала a Las idas procedente аети уо алаа o de una тата ds 
ambiente natural, se rompen; (Б) se aisla el gen que codifica el АМА ribosómico y se producen luego muchas copias por la llamada técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa, abreviadamente «PCR (véase Sección 10.17); (с) el gen es secuenciado (vdase Sección 10.13), y (d) las 
cuencias obtenidas se alinean por computadora. Un programa informático realiza comparaciones por pares y genera un árbol (e) que refleja! 
Фп on la secuencia del RNA rsosómico де organismo analizado, 8 өп ө aná та usa una rusa natural, е genes cl FNA 
ico aislados de ов diferentes rmicrooganismos an muesra дереп ser cionados antes de ser ampilicedos y secuencia, Para 
Explicaciones de estos métodos, véanse Secciones 115y 185, 
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que en los comienzos de la historia de la vida sobre la Tie- 
estos dominios surgieron por divergencia a partir de 

"organismo antecesor común, el «antecesor universal 
Además de mostrar claramente que no todos los proca- 
las están relacionados filogenéticamente, el árbol de la 
ропе de manifiesto otro hecho evolutivo importante: 
as especies de Archaea están más relacionadas con los eu- 
cariotas que con las especies del dominio Bacteria (Figura 
Ente hecho, en apariencia sorprendente, ha recibido un 
siderable apoyo de los estudios comparativos realiza- 
dos con otras macromoléculas de especies de cada uno de 
tres dominios. Por tanto, la diversificación evolutiva а 
tir del antecesor común parece que fue en dos direccio- 
hacia Bacteria por un lado y hacia «otra cosa» por otro 
do, y que ésta última finalmente se diversificó dando ori- 

los dominios independientes de Archaea y Eukarya. 
Como todas las células de los animales y las plantas son 
tarióticas, se deduce que los microorganismos eucarióti- 
fueron precursores de los organismos pluricelulares. El 
bol de la vida refleja claramente este hecho pues, como se- 
де esperar, los eucariotas microbianos constituyen una 
ha temprana del árbol mientras que los animales y las 
ве localizan hacia el extremo terminal (Figura 2.7). 
45, se sabe ahora que las células eucarióticas contie- 
genomas de células pertenecientes a dos dominios de 
ios, Además del genoma propio empaquetado en 
¡cromosomas del núcleo celular, algunos orgánulos celu- 
de los eucariotas (específicamente las mitocondrias у 
¿eloroplastos) contienen su propio DNA (normalmente en 
sición circular, como en Bacteria) y sus propios riboso- 
¡Usando la tecnología descrita en la Figura 2.6 se ha de- 
trado que estos orgánulos son los antecesores derivados 
líneas específicas del dominio de Bacteria (Figura 2.7). Pro- 
blemente, estos orgánulos fueron en otro tiempo células 
vivían en estado libre y que, tal vez por protección o por 
anes de cooperación metabólica, establecieron una resi- 
fa estable dentro de células de Eukarya hace algunos eo- 
ИМ. del unidad geocronológica de rango máximo, 
Ме a mil millones de años, que comprende varias 
El proceso por el que ocurrió esta adaptación se cono- 

о endosimbiosis (véanse Secciones 113 y 144). 


IMAZ coi mogenetico de la vida 
Construido a partir de la comparación de las. 
secuencias del RNA ribosómico. El ањо está 
formado por tres dominios de organismos; 
Bacteria y Archaea, que presentan células. 
procarióticas, y Eukarya (cétulas eucarióticas). 
Зе indican solamente unos cuantos grupos 
де organismos dentro de cada dominio. Pue- 
den verse árboles más detallados de cada 
dominio en las Figuras 2.9, 2.18 y 2.22; así 
сото los árboles flagenéticos que se pre- 
sentan en los Capitulos 11-14, Los hiperter- 
mêfilos son procariotas que crecen mejor а. 
temperaturas de 80°C о superiores. Е grupo 
sombreado en rojo son macroorganismos. El 
resto де ios organismos en el arbol de la vida 
son microorganismos. 


La filogenia basada en el RNA ribosómico ha desvelado 
las relaciones evolutivas existentes entre todas las células. 
Más importante aun, esta tecnología ha creado un sistema 
evolutivo para los procariotas, lo que constituye un im- 
portante logro que la ciencia de la microbiología no había 
abordado desde sus principios. El árbol universal (Figura 
2.7) puede hacerse más detallado añadiendo más secuencias 
adicionales del RNA ribosómico para establecer compara- 
ciones (véase Figura 2.9). Además, como consideraremos 
más adelante, las técnicas desarrolladas para resolver el 
problema de la filogenia entre procariotas han tenido una 
aplicación muy importante en ecología microbiana y en mi- 
crobiología clínica, Estos avances se considerarán en capí- 
tulos posteriores (véanse Capítulos 18 y 24), 


/ 2.3 Revisión de conceptos 


La secuenciación del RNA ribosómico ha revolucionado la mi- 
erobiología y suministrado un esquema evolutivo de los proca- 
riotas. Los tres dominios de la vida son Bacteria, Archaea y 
Eukarya. La secuenciación del RNA ribosómico también ha pues- 
to de manifiesto que los principales orgánulos de Eukarya tie- 
nen sus raíces evolutivas en Bacteria у ha proporcionado nuevos 
útiles para la ecología microbiana y el diagnóstico microbioló- 


4 ¿Sobre qué prueba se apoya la idea de que Bacteria y Archaea 
son diferentes? ¿En qué son similares? 

+ ¿Qué prueba molecular respalda la teoría de la endosim- 
biosis? 


La diversidad microbiana es el resultado de la evolución 
microbiana. Debido a que la evolución ha moldeado la vida 
en la Tierra, la diversidad tanto estructural como funcional 
que ahora se observa en las células microbianas es el efec- 
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to de miles de millones de años de experimentación evolu- 
tiva, La diversidad microbiana se expresa de muchos mo- 
dos; por ejemplo, como variaciones en el tamaño celular y 
en la forma (morfología), en las estrategias metabólicas, en 
la movilidad, en los mecanismos de división celular, en el 
desarrollo, en la adaptación a condiciones ambientales ex- 
tremas y en muchos otros aspectos de la biología celular. 
En las siguientes secciones dibujaremos a grandes trazos 
un cuadro de la diversidad microbiana. Se volverá a tratar 
el tema de la diversidad microbiana con más detalle en los 
Capítulos 12-14. Introduciremos la diversidad microbiana 
соп una breve descripción de la diversidad metabólica, ya 
чие ésta facilita, de acuerdo con las leyes físicas y químicas, 
el desarrollo y diversidad de los mi ов. La di- 
versidad metabólica se describe con más detalle en los Са- 
pítulos 5,6 y 17. 


Diversidad 
de los mic: 


Energía y carbono 
Todas las células requieren energía. Como resume la Figu- 
та 28, la energía se puede obtener de tres modos: a partir 
Че compuestos orgánicos, a partir de compuestos inorgánt- 
соз о а partir de la luz. 

Muchos miles de sustancias químicas orgánicas dife- 
rentes que están presentes en la Tierra pueden ser usadas 
por un microorganismo о por otro para obtener energía. 


= #ё 
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Quimioorganotrotos  Quimiolitotrofos  Fototrotos 
(glucosa + OOO; + HO) (Het Оу НЊО) pue VATP) 


АТР АТР 


СЕ) osciones metabólicas para la obtención de energia. 
Los compuestos orgánicos e inorgánicos que se indican aquí son sólo 
unos cuantos de los muchos usados por los diversos organismos qui- 
imiotróficos. La oxidación de compuestos orgánicos о inorgânicos pro- 
duce АТР en los organismos quimiotróficos, mientras la conversión de 
energia solar en energía quimica también en forma de ATP) se produ- 
се en los organismos fototrópicos. 


Todos los compuestos orgánicos naturales y gran parte de 
los sintéticos pueden ser desdoblados por uno o varios mi- 
«eroorganismos. La energía se obtiene por oxidación (регі 
da de electrones) del compuesto y se conserva en la célula 
сото un compuesto de alta energia, el trifosfato de ade- 
nosina (ATP, Figura 2.8). Algunos microorganismos sólo 
pueden obtener energía del compuesto en presencia de oxf- 
geno: son los llamados aerobios. Otros obtienen la energía 
solamente en ausencia de oxígeno (anaerobios). Finalmen- 
te, otros utilizan los compuestos orgánicos tanto en pre- 
sencia como en ausencia de oxígeno. Los organismos que 
obtienen la energía а partir de compuestos orgánicos se lla- 
man quimioorganotrofos (Figura 28). La mayor parte de 
los organismos que se han logrado cultivar son quimioor- 
ganotrofos. 

Varios procariotas pueden captar la energía que está 
disponible en compuestos inorgánicos, Este tipo de meta- 
bolismo se Пата quimiolito/rofía y es llevado a cabo por mi- 
croorganismos quimiolitotróficos (Figura 2.8), Esta forma 
de metabolismo energético se encuentra sólo en procario! 

y está ampliamente distribuída tanto entre especies de Bac- 
teria como de Archaea. El rango de compuestos inorgánicos, 
diferentes que pueden usarse es amplio pero, como regla! 
general, un procariota determinado suele especializarse 

la utilización de uno o de un grupo de compuestos in 
nicos relacionados. Parece obvio que la capacidad de obt 
ner energía de compuestos inorgánicos presenta s 
ventajas: no existe competencia con los quimioorganotro! 
Además, muchos de los compuestos inorgánicos que 
oxidados, como por ejemplo Н. o HS, son en realidad 
ductos de desecho de los quimioorganotrofos. Por tanto, 
quimiolitotrofos han desarrollado estrategias para expl 
tar recursos que muchos otros organismos no pueden u 

Los microorganismos fototróficos contienen pigma 
tos que les permiten usar la luz como fuente de energía 
por tanto, sus células suelen ser intensamente colorea 
(véase Figura 2.104), A diferencia de los organismos qı 
miotróficos, los fototróficos no usan compuestos аш 
como fuente de energía y el ATP зе obtiene a expensas 
la luz solar. Claramente esto supone una ventaja muy 
nificativa, ya que no existen problemas de competición. 
1а energía con los quimiotrofos y la luz está disponible 
una amplia variedad de hábitat microbianos, 

Todas las células requieren carbono como un nutries 
principal. Las células microbianas son heterotróficas si 
quieren uno о más compuestos orgánicos como fuente 
carbono, o autotróficas si la fuente de carbono es el 
Los quimioorganotrofos también son heterotrofos, Рог 
contrario, muchos quimiolitotrofos y prácticamente 
los fototrofos son autotrofos, Los autotrofos se denomi 
también productores primarios porque sintetizan materia. 
gánica a partir de СО, tanto para su propio beneficio 
рага el de los quimioorganotrofos, Estos últimos se 
mentan directamente de los productores primarios o vi 
a expensas de los productos que ellos excretan. 
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capacidad de algunas especies para vivir en hábitat carac- 
terizados por uno о más parámetros extremos en las con- 
diciones ambientales, Por ejemplo, no sólo hay procariotas 
que crecen a pH 7 y a 25°C (condiciones que son ideales 
para los humanos) sino que los procariotas abundan en fuen- 
tes termales con agua en ebullición, еп el hielo, en aguas de 
«elevada salinidad, y en suelos y aguas que tienen un pH in- 
erior а 0 o tan alto como 12. Por tanto, las especies de pro- 
cariotas que habitan estos ambientes definen los límites 
biológicos de las condiciones fisicoquímicas extremas. En 
ocasiones, no se trata de que tales procariotas sean simple- 
mente tolerantes a estas condiciones extremas, sino que real- 
mente requieren tales condiciones para crecer. Por esta razón, 
estos procariotas se denominan extremófilos (proviene de phi 
amante de), para resaltar su necesidad de una о más con- 
extremas. En el mundo de los eucariotas raramente 
requieren condiciones extremas para crecer y, cuando ocu- 
tales situaciones extremas son mucho más moderadas. 
los hábitat que presentan condiciones ambientales extre- 
los procariotas son siempre mayoritarios. La Tabla 2.1 n= 
algunos de los «récords» que presentan procariotas 
tnemóbilos y los tipos de hábitat en que residen. 


Y 2.4 Revisión de Conceptos 
Jas células necesitan fuentes de energía y de carbono. Los 
quimioorganotrofo, quimiolitotrofo y fototrofo defi- 
гай» que usan compuestos orgánicos, inorgánicos o la 
¿como fuente de energía, respectivamente. Los microorga- 
os autotróficos usan CO, como fuente de carbono. Muchos. 
viven en condiciones ambientales que los humanos 

eramos extremas. 


¿Cómo podría distinguirse un microorganismo отсо de 
оно quimiotrófico por simple observación microscópica? 
ме оп los extremófilos? 


Hipertermohlo  Prolabus fumar 


Psicrófilo йалныз vacuolala Bacteria 

одоно. Виторійиз oshimar Archos 

мемо Natronobucterium —— Атаев 
ГЕ 

Barofilo Mía Bacteria 
(Mariana Trench-41 

Halófilo Halobacterium Archaea 
salmarum 


аата un ето con crecimiento primo a мт 
sun Ьо extremo, con reciente Óptimo del 2% NaCI 


ШЕИ Diversidad en los procariotas 


Como hemos indicado, los procariotas forman dos dominios 
evolutivos, Archaca y Bacteria (Figura 2.7). En esta sección, 
nos moveremos por el árbol filogenético y consideraremos 
brevemente algunos organismos importantes, La mayor par- 
te de los procariotas que son familiares a los que empiezan 
a estudiar microbiología pertenecen al dominio Bacteria, y 
comenzaremos con ellas. 


Bacteria 
dominio Bacteria contiene una enorme variedad de рго- 
cariotas. Todos los procariotas conocidos causantes de en- 
fermedades (patógenos) pertenecen a Bacteria, así como 
miles de especies no patógenas, y en este dominio se pre- 
senta una variedad de morfologías y fisiologías. La 
división (phylum) Proteobacteria es la división más am- 
plia de Bacteria (Figura 2.9). Dentro de las Proteobacterias 
se encuentran muchas bacterias quimiorganotróficas, como 
Escherichia coli, el organismo modelo por excelencia en fisio- 
logía microbiana, bioquímica y biología molecular, así como 
varias especies de fototrofos y quimiolitotrofos, Muchos de 
estos últimos grupos usan en su metabolismo sulfuro de 
hidrógeno (HS, huele a huevos podridos), produciendo 
azufre elemental que se deposita dentro o fuera de la célu- 
la (Figura 2.10). El azufre es un producto de oxidación del 
Н.5 y puede ser posteriormente oxidado a sulfato (5042). 
El sulfuro y el azufre se oxidan permitiendo funciones me- 
tabólicas tan importantes como la fijación del CO, (auto- 
поба) о la generación de energía (Figura 28). 

Otros procariotas comunes del suelo y del agua, о es- 
pecies que viven en o sobre plantas o animales, bien de 
modo casual u originando enfermedades, también son 
miembros de las Protobacterias, Tal es ol caso de las Pseudo- 
monas, muchas de las cuales pueden degradar compuestos 
orgánicos complejos y algunas veces tóxicos, tanto com- 


hidrotermales 
submarinas. 
Hielo marino ve se ire 
Fuentes termales aw ar 4 
das 

л w [Н 
carbonatados 
Sedimentos Эдит 00am > 1000 atm 
oceånicos profundos 
Salinas эх 28% (saturación) 


mo idos en cada categoría es el que Мете cl econó actual e cuanto а requerir una condición extrema particular para crecer 
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[EJ Aa tiogenétco detalado del domino Bacteria. No зе 
indican en este árbol todos los grupos conocidos de Bacteria. Los ta- 
табов relativos de los recuadros coloreados indican el número de gè 
eros y especies contenidas өп cada uno de los grupos. En la actualkdad, 
las Proteobacterias son el grupo más amplio conocido. La rama marca- 
да en el árbol como «Елу» (del ingiós environmental, ambiental) no ro- 
presenta un microorganismo cultivado sino una secuencia gênica del 
ANA ribosómico aislado de un organismo presente en una muestra na- 
tural (dase texto). Aunque no se indican, hay muchos otros organismos. 
«Env conocidos que se distribuyen por prácticamente todo el Arbol 


puestos orgánicos naturales como sintéticos, y Azotobacter, 
una bacteria fijadora de nitrógeno en estado libre. 

Las propiedades de tinción de las bacterias se tratarán 
еп el Capítulo 4, Ahora basta considerar que algunas Бас 
terias se pueden distinguir mediante la tinción de Gram. 
La línea de Bacteria Gram positivas contiene especies uni- 
das por una filogenia común y una estructura similar de 
la pared celular. Aquí encontramos a Bacillus formadores 
de endosporas (descubiertos por Ferdinand Cohn, véase 
Sección 1.5) (Figura 2.11a) y a Clostridium; y procariotas re- 
lacionados formadores de endosporas, tales como el pro- 
ductor de antibióticos Streptomyces. También están en este 
grupo las bacterias del ácido láctico, habitantes comunes 
de materias vegetales en descomposición y de productos 
lácteos, entre los que se incluyen organismos tales como 
Streptococcus (Figura 2.11b) y Lactobacillus. Otras bacterias 
Gram positivas relacionadas son los micoplasmas. Estos 
interesantes procariotas carecen de pared celular, poseen 
genomas muy pequeños y a menudo son patógenos; Мусо 
plasma es uno de los principales géneros dentro de este gru- 
po con importancia médica (vénse Sección 1221), 

Las Cianobacterias (Figura 2.12) están filogenética- 
mente relacionadas con las bacterias Gram positivas (Fi- 
gura 2.9) y son microorganismos fototróficos oxigénicos, lo 
que significa que en su metabolismo producen oxígeno mo- 
lecular (О), igual que ocurre en las plantas. Las cianobac- 
terias han sido muy importantes en la evolución ya que 
fueron los primeros fototrofos oxigénicos que aparecieron 
sobre la Tierra (véase Figura 1.1) y su producción de O; per- 
mitió que se diesen las condiciones necesarias para la evo- 
lución de los procariotas que podían respirar O). El 
desarrollo de los «organismos superiores», como las plan- 
tas y los animales, por supuesto, siguió a todo esto. 
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GENEI Posctacias i0orópcas y qumionordfess (la 
Bacteria пз Gel azukre Стават e otto (llas сіта largas 
управ en esta mirogaf de una Comunidad microbiana natura). Cada 
ойма tene unos10 ym de diámetro. £) La gran bactena oxidante de nzu- 
fre Actromatim es mico Cada ohda tene unos 20 л de dí 
mer, En baso se aprecian gis de але lementa Ambos 
crganismos logran por métodos distintos la oxidación del sul ба 
crgeno H:S} producido por as bacterias reductoras де sulaton. Los 
"mos son quimicorgnctroos que обал compuestos orgánicos o Н, у 
lo acoplan con la reducción del sat (502 ) a H;S, completando asi adl 
eo del azure (vase Sección 1913) 


Varias lineas evolutivas de Bacteria contienen especies 
соп morfologías únicas. Un ejemplo es el grupo de Plane» 
tomyces acuático, caracterizado por células con un pedún= 
culo peculiar que permite al organismo fijarse a un sustrato 
sólido (Figura 2.13), y las Espiroquetas de morfología he- 
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MERA sois Gm posivas (a La Баса formacion da 
элдорота Васл tene torma de bacio y aqui se muestra formando ca 
‘denan. Las endoaporas se observan como estructuras Беагі y rc 
би deniro де las бза Las andosporas son muy resistentes ai са. 
трона quimicos y radiación (o) Streptococcus es una ct estèn 
ca que o presenta on cadenas. Los estpococos se presentan con ө 
banc en productos lacteos y algunos son patógenos muy potentes. 


койда! (Figura 2.14), Algunas enefermedades, como la sf 
filis y la enfermedad de Lyme (véanse Secciones 26.12 y 
274), están producidas рог espiroqu 

Dos líneas importantes dentro del dominio Bacteria son 
Iototróficas: las bacterias verdes del azufre y las bacterias 
verdes no del azufre (grupo Chloroflexus) (Figura 2.15). Las 
especies de ambas líneas evolutivas contienen pigmentos fo- 
losintéticos similares y pueden crecer como autotrofos. Chlo- 
ези es un procariota filamentoso que habita en fuentes 
termales y zonas marinas poco profundas, formando tapetes 
microbianos estratificados que contienen una comunidad de 
microorganismos. Chloroflexus también es notable porque se 
piensa que representa un eslabón importante en la evolu: 
ión de la fotosintesis (оёапве Secciones 1235 y 17.7) 

Otras dos líneas importantes de Bacteria son los grupos 
delas Clamidias y de Deinococcus (Figura 2.9). La mayo- 
ría de las especies del género Chlamydia son patógenas y 
causan diversas enfermedades respiratorias y venéreas en 
El hombre (véanse Secciones 12.27 y 26.13). Las clamidias 
son parásitos intracelulares estrictos, lo que significa que у 
ven en el interior de las células de los organismos superio- 
т, en concreto del hombre. Otros procariotas patógenos 
[por ejemplo, las especies de Rickettsia, un miembro de las 


® 


GIEH Carobacteras Namemosas. (a) Oscilatoria, (6) Spi- 
типа Hace eones de años, las cianobacterias produjeron el oxige- 
по que ahora está presente en nuestro planeta. Se conocen otras 
muchas morfologías де cianobacterias, como unicelular, colonial y 
heterocistica. La Última contiene estructuras especiales Пата! 
heterocistes donde se realiza la fijación de nitrógeno (véanse Sec: 
ciones 1225 y 17.28). 


J La bactera pecunculada Planctomyces presenta una 
morfología poco común. Se muestran varias células unidas por su pe- 


¡dúnculo formando una roseta, 
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“лөп. Estos procariotas morfológicamente diferentes son también 
flogenéticamente distintos (véase Figura 2.9). Las espiroquetas están 
ampliamento distribuidas en la naturaleza y algunas causan enfermo- 
dades сото la sifiis о la enfermedad de Lyme. Reproducida con per- 

miso de J. A. Breznak, 1973. САС Critical Reviews of Microbiology 
2:457-489, Original micrographs de А. Joseph y E. Canale-Parola, 1972. 

Archives of Microbiology 81:146-168. 


Protobacterías cuyas especies pueden causar enfermeda- 
des como el tifus o la fiebre manchada de las Montañas Ro- 
cosas); о como Mycobacterium tuberculosis, una bacteria 
Gram positiva que produce la tuberculosis, también han 
desarrollado la estrategia de vivir y reproducirse dentro de 
las células eucarióticas. La localización intracelular de estos 


w 


patógenos representa un medio por el que pueden evitar 
ser destruidas por la respuesta inmune del hospedador. La 
línea de Deinococcus contiene especies con paredes celula- 
res poco comunes y una singular resistencia a niveles altos 
de radiación; Deinococcus radiodurans (Figura 2.16) es una 
especie importante de este grupo. 

Por último, varias líneas del dominio Bacteria se sepa- 
raron muy pronto en el árbol filogenético, muy cerca de la 
raíz (Figura 2.9). Aunque son grupos filogenéticamente di- 
ferentes unos de otros, comparten la propiedad común a 
todos ellos de crecer a elevadas temperaturas (termofilia) 
Organismos como Aquifex (Figura 2.17) o Thermotoga cre- 
cen en ambientes que están a una temperatura próxima a la 
de ebullición del agua; como es de suponer, sus hábitat son 
fuentes termales. La ramificación temprana de estas líneas 
en el árbol evolutivo (Figuras 27 y 2.9) tiene sentido si se 
tiene en cuenta que la Tierra primitiva estaba (véase Sección 
11.1) a temperaturas muy elevadas y que por tanto la vida 
evolucionó en un principio en un planeta muy caliente, E 
este contexto, organismos como Aquifex y sus «parientes» 
próximos parecen ser los descendientes actuales de líneas 
celulares muy antiguas. 


Archaea 
Cuando se analiza el dominio Archaea (Figura 2.18) se ob- 
serva que existen dos subdivisiones importantes de estos, 
procariotas. Muchas Archaea son extremófilas, con especies 
capaces de crecer a las temperaturas más elevadas y a los. 
valores más extremos de pH de todos los microorganismos 
conocidos (Tabla 2.1). Todas las Archaer son quimiotrofas, 
aunque Halobacterium (del que trataremos más adelante) 
puede usar la luz para sintetizar ATP, aunque no por la vía 
típica de los organismos fototróficos. Algunas Archaea usan 
compuestos orgánicos para obtener la energía, aunque la 


ШБЕК] весела verdes fototóficas. (a) Chiorobium (bacteria verde del azufre) (5) Chiorofiexus (bacteria verde no del azufre). 
presentan algunas características comunes, como pigmentos y estructuras membranosas (véase Sección 17.2), estos microorganismos son! 


logenéticamente muy distintos (Figura 29). 


DIVERSIDAD EN LOS PROCARIOTAS = 33 


IA EESTI 
а rias las raiecones. Este отри puedo soportar 
lo de radiación muy superors o niveles sucientos para matar 
ln se humano. 


mayoría son quimiolitotróficas, siendo el hidrógeno ga- 
зеово (H,) su fuente de energía preferida (Figura 28). Mu- 
Chas Archaea crecen a temperaturas elevadas. De modo 
similar a lo observado para el termófilo Aquifex (Figura 
217), tales especies tienden a ramificarse cerca de la raíz 
del dominio (Figuras 2.9 y 2.17). La arquea Pyrolobus (Fi 
puras 2.18 y 2.19), por ejemplo, es el microorganismo más 
fermófilo de todos los procariotas conocidos (Tabla 2.1) 

La otra rama principal del árbol de Archaea (Figura 2.18) 
contiene tres grupos de organismos con fisiologías muy di- 
ferentes Algunas especies requiren О; mientras que otras 
Joevitan y algunas crecen en el rango de valores extremos 
Че рН más inferior mientras otras lo hacen en el superior 
(Tabla 2.1). Los metanógenos como Methanobacterium son 
Anaerobios estrictos, Su metabolismo es único en el ámbi 
lo dela biología por cuanto obtienen energía produ 
as natural (¡metano!). Los metanógenos son procariotas 
on importancia ecológica en procesos de biodegradación 
dela materia orgánica que ocurren en la naturaleza (сёшл- 
deSecciones 13.4, 17.17 y 19.10) y prácticamente todo el gas 
Гага que se encuentra en la Tierra procede de su meta- 
bolismo. 

Los halófilos extremos son parientes cercanos de los те 
fanógenos (Figura 2.18), pero fisiológicamente son muy dis- 
intos de ellos. A diferencia de los metanógenos, que mueren 


ШТЕР ое Esta especie primitiva del dominio Bacteria es 


in lipertermáfio cuya temperatura óptima de crecimiento es superior 
авс. 


EEE 
Ру 


Д Ао пооепенсо detallado del dominio Archaea, En el 
rbal no se señalan todos los grupos conocidos de Archooa, Se rosal 
tan dos subgrupos importantes. Los organismos marcados en amarlo 
зоп fundamentalmente hipertermóflca, es deck, crecen a temperaturas 
muy atas. En rojo se indican los metanógenos, los halófos y acidófilos 
extremos. Cada grupo mayoritario tiene sus propias ramas Env (базе la 
leyenda de la Figura 2.9 y el texto), la mayor parte de las cuales son mi 
coorganismos marinos. Aproximadamente ve alcanza ol mismo número 
де especies en ambos subgrupos de Achava, pero el numero total бе 
Achaea cultivadas es mucho menor que el do Bactoría, 


еп presencia de oxígeno, los halófilos extremos necesitan oxi 
geno y todos ellos requieren concentraciones de sal (NaCI) 
muy elevadas para llevar a cabo su metabolismo y repro 
ducción. Precisamente por sus requerimientos de sal se les 
denomina halófilos. De hecho, los organismos del tipo de Ha- 
Jobacterium son tan «amantes de la sal» que pueden crecer so- 


EEE > ooo. Se trata de una arquea hipertermólila 
capaz de crecer muy bien por encima del punto de ebulición del aqua. 
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| ғорга 2.20 Achaea es exiemadamente пайа. Un val con sai- 


muera, a punto de precipitar el NaCI, conteniendo células del halôfio 
extremo Halobacterium. El organismo contiene pigmentos que absor- 
ben la luz e inducen la producción de АТР Las células de Halobacte- 
Пит también vivan en el interior de los cristales de sal (иба recuadro, 
Capitulo 4. ¿Cuánto tiempo puede sobrevivir una endospora? 


bre, o dentro de, cristales de sal (Figura 220). Como se ha in- 
dicado previamente (véase Sección 24) muchos procariotas 
pueden generar ATP a partir de la luz. Aunque no producen 
clorofila como los auténticos fototrofos, las especies de Ha- 
lobacterium contienen pigmentos fotosensibles que pueden 
absorber la luz y sintetizar ATP (vénse Sección 13.3). Las 
Archaea halófilas extremas habitan en lagos salinos, salinas 
costeras y otros ambientes muy salinos. Algunos halófilos 
extremos, como Natronobucterium, viven en ambientes acuo- 
sos caracterizados por elevadas concentraciones de sal y por 
elevados valores de pH. Tales organismos se denominan al- 
calófilos y de todos los organismos conocidos crecen a los 
valores de pH más elevados (Tabla 2.1). 


La arquea Thermoplasma que зе muestra aqui carece 
Зе pared celular y está estrechamente relacionada con Plcroplus (ace: 
Tabla 2.1), Crece a temperaturas moderadamente altas y a valores de 
РН extremadamente bajos. El género Mycoplasma también contiene. 
especies que carecen de pared celular, pero pertenece al dominio Bac- 
taria. Los procariotas carentes de pared celular se iratan en las Sec- 
clones 1221 y 13.5). 


El último grupo de Archaea que consideraremos son los 
termoacidófilos, como Thermoplasma (Figura 221), Son pro- 
cariotas que carecen de pared celular (similares еп este as- 
pecto a Mycoplasma) y que crecen mejor a temperaturas 
moderadamente altas y a valores extremadamente bajos de 
РН. En este grupo se incluye Picrophilus, que es el proca- 
riota más acidófilo de todos los conocidos, 

Conviene no tener la idea incorrecta de que todas las Ar- 
chaca son necesariamente extremóilas, pues las hay que no lo 
son y que pueden encontrarse en lagos, suelos y océanos, Des- 
afortunadamente, hasta la fecha no ha sido posible cultivar 
еп el laboratorio la mayoría de estas Archaea. Cabría pregun- 
tarse entonces cómo sabemos que existen, Se sabe porque po- 
demos aislar con relativa facilidad los genes del RNA 
ribosómico a partir de células presentes en una muestra na- 
tural, por ejemplo de una muestra de suelo. Como si se trata- 
ra del aforismo «рог el humo se sabe donde está el fuego», sí 
una muestra particular de suelo o de agua contiene RNA ri- 
bosómico resulta obvio que debe estar presente el organismo 
al que pertenece dicho RNA ribosómico, De este modo, pode- 
mos procesar los genes del RNA ribosómico que encontramos 
еп una muestra, secuenciarlos y luego situarlos en una rama 
del árbol filogenético que representa al microorganismo del 
que se aislaron dichos genes, incluso aunque ese microorgar 
nismo nunca haya sido cultivado, Estos métodos molecula- 
res de ecología microbiana inicialmente ideados por Norman 
Pace, un microbiólogo estadounidense, permiten saber que la 
diversidad microbiana es mucho mayor de lo que inicialmente 
se había considerado y que muchos hábitat que no son extre- 
mos contienen numerosas Archaea. Compender la biología de 
tales Алдмеа y conseguir cultivarlas en medios de laborato- 
rio es uno de los retos actuales de los microbiólogos. 


/__2.5 Revisión de conceptos 


Dentro de los dominios Bacteria y Archaea hay varias líneas evo- 
lutivas con enorme diversidad en lo que respecta a morfologi- 
as y fisiologías. El análisis de los genes del RNA ribosómico de 
las células que se encuentran en muestras de diversos orígenes 
naturales, ha puesto de manifiesto que en la naturaleza existen, 
muchos procariotas filogenéticamente distintos que aún no s€ 
han podido cultivar 


4 ¿Qué especie bacteriana importante que reside en el inte 
tino pertenece a las Proteobacterias? 

4 ¿Por qué decimos que las cianobacterias prepararon la Tie- 
rra para la aparición de formas superiores de vida? 

Y ¿Quées peculiar en las especies del género Halobacterium? 

Z ¿Cómo sabemos que en la naturaleza existe un grupo ті 
crobiano determinado sin haberse logrado su cultivo en el 
laboratorio? 


Los microorganismos eucarióticos, que en términos filo 
néticos constituyen los Eukarya, presentan una afinidad і 
terna por su estructura celular propia (Figura 2.1) y por 
historia evolutiva, El dominio Eukarya (Figura 2.22) fo 
una larga rama que culmina con los eucariotas más reci 
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Divergencia primitiva, carencia de mitocondria 


ота 2.22 Foo эешләде де Euaya No sa inácan todas las 
Jamas conocidas. Algunas especies de Eukarya que manifiestan di 
жо ног temprana carecen de organelos distintos del núcleo. Nóte- 
sa cómo las ramas de los organismos superiores (plantas y animales) 
arce al inal del ањ 


tes, las plantas y los animales, Coincidiendo con su locali 
zación filogenética en el árbol, resulta interesante que los 
Eukarya más antiguos sean los eucariotas estructuralmente 
as y otros orgánulos 


más sencillos, carecen de mitocond; 
importantes. Estas células, tales como las diplomónadas del 
lipo Giardia (Figura 222) parecen ser las descendientes a 
Îuales de las células eucariotas primitivas que no realiza 
¡on endosi anse Secciones 23 y 11.3) o que por 
algun motivo no se asociaron de modo permanente соп otro 
microorganismo acompañante. La mayoría de estos euca 
ав primitivos presentan deficiencias metabólicas y son 
parásitos patógenos del hombre 
Como en los procaric 


nbiosis ( 


de otros animales. 
gran diversidad es 
tre los eucariotas. Algunos son fototrofos, como las algas 
(Figura 2.230); contienen orgánulos ricos en clorofila que se 
llaman cloroplastos y pueden vivir en medios a expensas 
sólo de unos cuantos minerales, CO, y luz. Las algas se en- 
cuentran en el suelo y en ambientes acuáticos y son los prin- 
¡pales productores primarios en la naturaleza. Los hor 
[Figura 2.230) carecen de pigmentos fotosintéticos y son 
Winicelulares (levaduras) o filamentosos (mohos). Los hon- 
Bosson los principales agentes de biodegradación en la па 
luraleza y para reciclar la materia orgánica en los suelos y 
еп otros ecosistemas, 


Las células de las algas y de los hongos presentan pare- 
des celulares, pero las de los protozoos no (Figura 2.230). La 
mayoría de los protozoos son móviles y en la naturaleza 
Muchas especies diferentes se distribuyen en hábitat acuá- 
ficos y como patógenos del hombre y de otros animales. A 
largo del árbol filogenético de los Eukarya, se presentan 
diferentes tipos de protozoos. Algunos, сото los flagela- 
idos, son de aparición temprana, mientras que otros, como 
las especies ciliadas de Paramecium (Figura 2.23), son filo- 
genéticamente posteriores (Figura 2.22). Los hongos т 
Sè parecen a los protozoos en que son móviles y carecen de 
pared celular, pero difieren de ellos por su filogenia y por 
hecho de que sus células pasan por un ciclo de vida en el 
не las células móviles se agregan formando una estructu- 


лома 2.23 Шт вв Ешуа microbianos (0 Agar ee 
picadas por е aiga verde союга Vote Cada có oslérca contene 
Varios cloroplastos, el orpánulo para la fotosintesis de ов eucariotas о 
totéfcos. E) Hongos, etucr productora de esporas an un hongo 
flamentoso típico Cada espora da lugar а un nuevo hongo famento 
so (базе Sección 149. (c) Proiznoa, al ado Paramecium бөө 
Sección 14 Loscilos funcionen como os motors den barco; сол, 
feed movida a ia ойша. 
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ra pluricelular llamada cuerpo fructífero, que origina es 
poras que se convertirán en nuevas células móviles (véase 
Sección 14.11). 

Los líquenes son estructuras laminares que crecen a me- 
nudo sobre rocas, árboles y otras superficies (Figura 224) 
Los líquenes son un ejemplo de mutualismo microbiano, una 
situación en la que dos organismos viven juntos para bene 
io de ambos. Los líquenes están formados por un hongo 
y un microorganismo fototrofo, bien sea un alga (eucariota) 
о una cianobacteria (procariota). El componente fototrófico 
es el productor primario, mientras que el hongo proporcio- 
na al fototrofo tanto anclaje al sustrato como protección fren- 
te al medio. Por tanto, un líquen es un organismo dinámico 
que ha desarrollado con éxito una estrategia de interacción 
mutua entre dos organismos muy diferentes, 

Este paseo por la diversidad microbiana sólo nos propro- 
ciona, por necesidades de espacio, una perspectiva general 
muy breve de lo que es la vida microbiana, En realidad esta 
historia es mucho más larga y continuará en capítulos poste- 
riores. Los virus no han sido considerados aquí de modo іп- 
tencionado, pues no son células (véase Sección 2.1) aunque 
necesitan dı as para replicarse, En todos los domi 
nios de la vida, las células poseen parásitos víricos, y trata 
remos de la diversidad vírica en otros 
Capítulos 9 y 16). No obstante, primero hemos de conside- 
rar algunas «culares de las сёй 
cial de las células procarióticas. De este modo, descubriremos 
la gran diversidad química de los organismos vivos, lo que 
constituye una consecuencia directa del camino evolutivo re- 
corrido por las células resumido en este сари 


tulos (véanse 


racterísticas mo las, en espe- 
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6 Revisión de conceptos 


ismos eucarióticos son un grupo diverso en el 
las al 
as alg 


gas, los hongos, los protozoos y los hongos 


mucosos, Al 


y hongos han desarrollado asociaciones 
mutualistas denominadas líquenes. 


/ Enumere al menos dos diferencias entre algas y cianobac 
terias. 


/ Cite al menos dos diferencias entre algas y protozoos. 


/ ¿Cómo se benefician mutuamente los componentes de un li 


quen? 


F ag 


P tas аз! 
LEroeguntas de м 


® 


ER) Go (aj Un iquen anaranjado creciendo sobre 
una roca у h otro этагйо creciendo sobre un копсо de drool en el Par- 


que Nacional de Yell 


ne, USA. El color del liquen se debe a los 


pigmentos del alga que forma parte de la estructura simbiética. 


1. ¿Por qué una célula necesita membrana citoplasmáti- 
? ¿Qué propiedades se supone que debería tener di- 
cha membrana? 


2. ¿En qué dominios aparece la estructura celular de tipo 
procariótico? ¿Este tipo de estructura celular indica al- 


guna relación evolutiva? 
3. ¿En qué se parecen los virus a las células? ¿En qué di- 
бегеп? 


4. ¿Qué significa el término genoma? ¿En qué se diferen- 
Ча el genoma de los procariotas del de los eucariotas? 


5. 


5. ¿Qué es la teori 


¿Por qué motivo se producen en los eucari 
¿cesos de mitosis y meiosis? 


де la endosimbiosis? 


1. ¿Qué significa el término filogenia? ¿Por qué piensa 


que fue necesario desarrollar ciertas técnicas molecu- 
lares para estudiar la filogenia de los procariotas? 
¿Cuántos genes tiene un organismo como Escheri- 


hia coli? ¿Y si se compara соп el número de genes en 
una de tus células? 


EJERCICIOS PRÁCTICOS = 37 


9. ¿Qué términos se utilizan para describir los tres do- 
minios de seres vivos? ¿Qué miembros pertenecientes 
ados de los dominios son más parecidos desde el pun- 
to de vista estructural? ¿Y desde el punto de vista filo- 
genético? 

10. Estudios moleculares han puesto de manifiesto que 
muchas macromoléculas en las especies de Archaea tie- 
теп mayor homología con las de varios eucariotas que 
соп las de especies de Bacteria. Explique este hecho. 

її, ¿En qué se diferencian los quimioorganotrojos de los qui- 
miolitotrofos desde el punto de vista del metabolismo. 
energético? ¿Qué tipos de fuentes de carbono utilizan 
los miembros de cada grupo? Por tanto, ¿son hetero- 
rofos o autotrofos? 


Ejercicios prácticos 


12. ¿Por qué es especial el organismo Pyrolobus? 

13. ¿Qué similitudes y qué diferencias existen entre estos 
tres organismos: Pyrolobus, Halobacterium y Thermo- 
plasma? 

14. Examine la Figura 2.18, ¿Qué significa la línea «Env- 
marina»? 


1, Las células procarióticas que contienen plásmidos se 
pueden «curar» de esos plásmidos (es decir, se pue- 
den eliminar sus plásmidos de ellas de forma per- 
manente) віп efectos indeseables, mientras que la 
eliminación del cromosoma es letal. Explique la razón. 

2. El conocimiento de la evolución de los macroorganis- 
тов precedió en mucho al de los microorganismos ¿Por 
qué la reconstrucción de la evolución de los caballos, 

_ por ejemplo, parece una cuestión más sencilla que ha- 

cero mismo con las bacterias? 

э. Examine el árbol filogenético que se muestra en la 
gura 2.6. Usando los datos de la secuencia que se 
muestra, describa por qué el árbol sería incorrecto si se 
'mantuviese la misma forma pero se cambiase la posi- 
dûn de los organismos 2 y З еп el árbol? 


4. Los microbiólogos han cultivado una gran variedad 
de microorganismos pero saben que la diversidad es 
mucho mayor pese а que no ha sido posible cultivar 
sos microorganismos en el laboratorio. Explique este 
hecho. 

5. ¿Qué datos de este capítulo podría utilizar para con- 
vencer a sus amigos de que los extremófilos no son 
únicamente organismos que «resisten» las condicio- 
nes de sus hábitat respectivos? 

6. Defienda este argumento: si las cianobacterias по hu- 
biesen evolucionado, la vida en la Tierra habría per- 
manecido estrictamente microbiana. 


MACROMOLÉCULAS 3 


зле 


NLACES FUE 


Y DÉBILES = 39 


_ Apolar que posee características hidrofóbicas 
(repulsión al agua) y se disuelve dificil 


eliminación del plega- 
miento correcto de una proteína que con- 
duce (generalmente) a la pérdida de la 


que esla imagen especular de otra torma 
de la misma molécula 
covalente un tipo de enlace químico 
enel que ds atómos comparten electron 
масе fosfodiéster un tpo de enlace vo. 
‘alente que une alos nuclcidos de un po- 


Estructura secundaria el modo inicial de 
plegamiento de un polipéptido о polinu- 
eleótido, normalmente dependiente de las 
posibilidades de establecer puentes de hi- 
drógeno 

Estructura terciaria el plegamiento fina! 
de un polipéptido que previamente ha 
adoptado su estructura secundaria 

Estructura cuaternaria el numero y dis 
posición de los polipéptidos individuales 
en la molécula final de una proteína. 

Lipido істо! unido a ácidos grasos о a otras 
moléculas hidevíóbicas por enlace éster o 
éter. A menudo, también contiene otros 


dilo), una molécula de fosfato y un azúcar, 
bien sea ribosa (en el RNA) o desoxirribo- 
sa (en el DNA) 

Polar que posee propiedades hidrofilicas y es 
generalmente soluble en agua 

Polímero un compuesto quimico formado 
por polimerización y que consta de unida. 
des repetitivas llamadas monómeros. 

Polinucieótido wn polimero de nucleótidos 
unidos entre sí por enlaces fosfodiéster 

Polipéptido un polímero de aminoácidos 
unidos entre sí por enlaces peptídicos 

Pollsacárido ип polímero de monosaciridos 
unidos entre sí por enlaces glicosidicos. 


КО 
glicosidico un tipo de enlace cova- 
que une monosacáridos para formar 

¡polísacárido 
Enlace peptídico wn tipo de enlace ovalen 
entre las aminacido de un polipéptido 
primaria la secuencia precisa de lato 
unidades monomérica en una macro- 

molécula portadora de información, como 

ejemplo en un polipéptido 


camente entre si 


grupos, como tostaio 

Macromolécula polímero formado por mo 
nomena unidos eovalentemente. 

Molécula dos o más átomos unidos quimi- 


Nucleêslde un mucieotido sin su grupo los 
Nucleêtido un monomers de un домо nu 


Чек que contiene una base n 
(adenina, guanina, citosina, mina о ura- 


Proteína un polipéptido o grupo de poli- 
péptidos que forman una molécula con 
una función biológica específica 

Puente de hidrógeno un enlace quimico 
débil entre un átomo de hidrógeno y un 
segundo elemento más electronegative, 
normalmente un átomo de oxigeno o de ná 
торло, 


ogenada 


1 EL ENLACE QUÍMICO Y EL AGUA 


ara entender la microbiología y cómo funcionan las 
células, se debe saber algo de las moléculas presen- 

У de los procesos químicos que ocurren en el interior de 
Шак, Las moléculas, especialmente las macromoléculas, 
жезепсїа de las células» y el tema fundamental de este 

о, Se supone que el lector tiene ya algunas nociones 

са elemental sobre la naturaleza de los átomos y los 
entre ellos. En este capítulo ampliaremos dichos co- 

entos presentando primero los enlaces químicos más 

tes y, a continuación, una exposición detallada de 

га y función de las cuatro clases de macromolé- 
polisacáridos, lípidos, ácidos nucleicos y proteínas. 


¡principales elementos químicos para la vida son hi- 

fógeno, oxigeno, carbono, nitrógeno, fósforo y azufre; 
unir de varias maneras para formar las mo- 

de la vida. ¿Qué es una molécula? Una molécula 

û más átomos unidos químicamente entre sí. Por 

mplo, dos átomos de oxígeno (O) se combinan para for- 
runa molécula de oxígeno (О). Los elementos químicos 
¡vida son capaces de formar enlaces fuertes en los que 


los electrones son compartidos más o menos equitativa- 
mente entre los átomos; éstos se denominan enlaces cova- 
lentes. Para imaginar ип enlace covalente, consideremos la 
formación de una molécula de agua a partir de sus ele- 
mentos constituyentes, O y Н: 


D + 2H. — HÖH 


El oxígeno contiene seis electrones en su capa más ex- 
terna mientras que el hidrógeno tiene un solo electrón. 
Cuando se combinan para formar HO lo hacen por medio 
Че enlaces covalentes que mantienen los tres átomos en una 
asociación fuerte. De modo similar, y dependiendo de los 
elementos, se pueden formar enlaces covalentes dobles o 
triples y la fuerza de estos enlaces aumenta notablemente 
cuando aumenta su número (Figura 3.1). 


Además de los enlaces covalentes, varios enlaces químicos 
mucho más débiles tienen también un papel importante en 
las moléculas biológicas. Entre éstos los más importantes 
son los enlaces de hidrógeno o puentes de hidrógeno, Los 
puentes de hidrógeno (Figura 3,2) se forman entre átomos 
de hidrógeno y elementos más electronegativos, como el 
oxigeno о el nitrógeno. Un solo puente de hidrógeno es un 
enlace muy débil, pero cuando se forman muchos puentes 
de hidrógeno íntramolecularmente o entre moléculas dis- 
tintas la estabilidad de las moléculas aumenta de modo no- 
table. 
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Enlace peptidico Cátosina (base nitroge- — Fentialanina (aminoûci- 
de proteinas nadadelONAYRNA) do en proteinas) 


Compuestos orgánicos con dobles enlaces 


Enlace covalente de algunas moléculas con importan” 
да biológica que presentan doble o triple enlace. En el caso del aco- 
Мепо y del etileno е señala la configuración electrónica de las 
moléculas, La fuerza del enlace se indica numéricamente en kilojullos 
(K3), que es la cantidad de calor necesaria para romper un enlace. 


Las moléculas de agua establecen puentes de hidróge- 
no (Figura 3.20), lo que contribuye a la conocida polaridad 
Че! agua. Como un átomo de oxígeno es más bien electro- 
negativo (secuestrador de electrones), mientras que un 
átomo de hidrógeno no lo es, el enlace covalente entre am- 
bos es tal que los electrones compartidos en sus capas más 
externas tienen en realidad órbitas más próximas al núcleo 
del oxígeno que al del hidrógeno. Debido а que los elec- 
trones tienen carga negativa, esto origina una cierta sepa- 
ración de carga, con el oxígeno más negativo y el hidrógeno 
más positivo (Figura 3.24). Como las moléculas de agua se 
orientan en solución, la débil carga positiva del átomo de hi- 
drógeno permite establecer uniones con las cargas negati- 
vas de los dos átomos de oxígeno; estas uniones son los 
puentes de hidrógeno. Los puentes de también se 
forman en las macromoléculas (Figura 32) y e). Cuando 
estas fuerzas eléctricas débiles se acumulan en una molé- 
сша grande, como una proteína, mejoran la estabilidad de 
la molécula y afectan a ви estructura global. Más adelante 
veremos que los puentes de hidrógeno son muy importan- 
tes en la determinación de las propiedades biológicas de 
las macromoléculas, especialmente en el caso de las pro- 
teínas (Figura 3.25) y de los ácidos nucleicos (Figura З2г) 
(véanse Secciones 3.5, 3.7 y 38). 

Las biomoléculas presentan otro tipo de interacciones 
débiles, Por ejemplo, las fuerzas de van der Waals son atrac- 
ciones que ocurren cuando los átomos se encuentran 


a) Agua. 


з) Aminoácidos en una cadena proteica. A representa la 
cadena lateral de cada aminoácido, 


н-найо, 


hidrógeno 
(© Bases nitrogenadas en el ОМА. 


Puentes de hidrógeno, Los puentes de hidrógeno en 
los ácidos nucleicos se indican а menudo como lineas en vez de pun- 
tos, con dos lineas entro los pares adenina/timina y tres lineas entre los 
pares guanina/citosina (véase Figura 3.11). 


a una distancia menor de 3-4 angstroms (А). El efecto de 
estas fuerzas puede ser importante en la unión entre los 
sustratos y las enzimas (véase Sección 5.5) y en las interac- 
ciones entre y ácidos nucleicos. 

Las interacciones hidrofóbicas también son importantes 
en las biomoléculas. Las interacciones hidrofóbicas ocu- 
ттеп debido a que las moléculas no polares (que repelen el 
agua) tienden a juntarse en un ambiente acuoso. En con- 
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secuencia, las porciones más apolares de una macromolé- 
cula se asocian en tales condiciones. Las interacciones hi- 
drofóbicas determinan los modos de plegamiento de las 
proteínas y, junto con las fuerzas de van der Waals, también 
son importantes en la unión entre sustratos y enzimas. 
Además, este tipo de interacción controla a menudo el 
modo en que se asocian las diferentes subunidades en una 
proteína compleja para formar una molécula biológica- 
mente activa. 


Modelos de unión en las biomoléculas 
El carbono es el elemento principal de todas las macro- 
moléculas. El carbono es capaz de combinarse no sólo con- 


sigo mismo, sino también con muchos otros elementos 
рага formar grandes estructuras de una diversidad y com- 
plejidad considerables. En los distintos compuestos orgá- 
nicos (que contienen carbono), aparecen con cierta 
frecuencia diversas combinaciones químicas cuyo co- 

imiento hará más fácil la comprensión de la estructu- 
ra molecular, la fisiología y la biosíntesis, La Tabla 3.1 
presenta varios de estos modelos de unión y las molécu- 
las y macromoléculas en las que aparecen con mayor fre- 
cuencia. Cada uno de estos grupos funcionales, que es como 
se denominan, tiene propiedades químicas únicas y pue- 
den ser importantes en sus funciones biológicas en la 
célula, 


TABLA 3.1 
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ene (~) indica enlace de «alta energia- (лке Sección 5), 


Acidos orgánicos, aminoácidos y ácidos grason; lípidos y proteínas 


Grupo funcional de azúcar reductores como glucosa y polisacáridos 


Lipiden y carbohidratos 


Piruvato, intermediarios del ciclo del ácido cítrico 


Lipiden de Bacteria y Eukarya y unión de los aminoácidos a los RNAs de transferencia 


Acidos nucleicos, DNA y RNA 


Metabolismo energético y biosíntesis de ácidos grasos 


Lípidos de Archana y esfingolipidos 


Metabolismo energético, por ejemplo, acetil fosfato 


Metabolismo energético, por ejemplo, ATP 
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/ 3.1 Revisión de conceptos 


Los enlaces covalentes son uniones fuertes que mantienen uni- 
dos los elementos en las macromoléculas. Los enlaces débiles, 
como los puentes de hidrógeno, las fuerzas de van der Waals, y 
las interacciones hidrofóbicas también afectan a la estructura 
macromolecular, pero a través de interacciones atómicas más 
sutiles, Diversas grupos funcionales que contienen carbono son 
frecuentes en las biomoléculas importantes. 


4 ¿Porqué son más fuertes los enlaces comalentes que los puen- 
tes de hidrógeno? 

Y ¿Cómo puede un puente de hidrógeno desempeñar una 
función en el establecimiento de la estructura de una ma- 
eromolécula? 


Las macromoléculas y el agua 
solvente de la vida 


Si procediéramos a la disección bioquímica de una célula 
procariótica, como la bacteria intestinal Escherichia coli, en- 
contrarfamos que el componente principal es el agua y que 
después de ésta se encuentran grandes cantidades de ma- 

cromoléculas, cantidades menores de monómeros precursores 
de las macromoléculas y varios jones inorgánicos (Tabla 32). 
De hecho, el 96% del peso seco de una célula es debido a las 
macromoléculas y, dentro de éstas, las proteínas son con mu- 
cho las más abundantes (Tabla 3.2). Las proteínas son poli- 
meros cuyos monómeros son los amíinadcidos. Las proteínas 


TABLA 3.2 
Mocromoléculas totales 6 2610000 (250) 
Proteina 5 2350000 (- 1850) 
Polisacrido 5 away, 
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Дач en a composición delos Аса grasos entre las demi 


se encuentran por toda la célula y tienen tanto funciones es- 
tructurales como catalíticas (enzimáticas) (Figura 3.3). 

Los ácidos nucleicos son polímeros de nucleótidos y en 
la célula se encuentran dos tipos, RNA y DNA. Después 
de las proteínas, el ácido ribonucleico (RNA) es el tipo de 
macromolécula más abundante en una célula procariótica 
еп crecimiento (Tabla 32 y Figura 3.30). Esto se debe а que 
еп сайа célula hay miles de ribosomas (las «máquinas» que 
fabrican nuevas proteínas) y los ribosomas se componen 
de RNA y proteinas. Además están presentes cantidades 
menores de RNA en forma de RNAs mensajeros y de trans- 
ferencia, que también participan en la síntesis de proteínas. 
A diferencia del RNA, el ОМА es relativamente insignifi- 
cante (en peso) de la célula bacteriana (Tabla 3.2). Sin em- 
bargo, aunque cuantitativamente es un componente 
minoritario, el DNA es, por supuesto, un componente cla- 
ve para las funciones celulares como depositario de la in- 
formación genética necesaria para hacer una nueva célula. 

Los lípidos tienen propiedades hidrofóbicas (repelen el 
agua) y tienen funciones críticas en la estructura de las mem- 
branas y como depósitos de almacenamiento del exceso 
carbono (Figura 3.34). Los polisacáridos son polímeros com- 
puestos por azúcares y están presentes fundamentalmente en 
la pared celular; no obstante, como en el caso de los lípidos, 
hay polisacáridos como el glucógeno (véase más adelante en 
este capítulo) que pueden ser formas de almacenamiento de 
carbono y energía dentro de la célula (Figura 3.30), 


El agua como solvente biológico 

En las células, las macromoléculas y las moléculas están in- 
mersas en agua. El agua tiene propiedades químicas des- 
tacables que la convierten en un solvente biológico ideal. 
Por ello, el agua es un requisito imprescindible para la vida 
tal como la conocemos. Las propiedades más importantes 
del agua, que la hacen ser un solvente tan bueno, son su 
polaridad y su cohesión. 

Las propiedades polares del agua son importantes por- 
que muchas moléculas biológicas son а su vez polares y, 
por lo tanto, se disuelven fácilmente en agua. Como vere- 
mos en el Capítulo 4, las sustancias en disolución pasan 
continuamente hacia dentro o hacía fuera de la cólula me 
diante transporte a través de la membrana citoplasmática 
(onse Secciones 4.6 y 47). Las propiedades polares tam- 
bién favorecen la formación de puentes de hidrógeno. El 
agua forma mallas tridimensionales consigo misma (Figu- 
ra 321) y dentro de las macromoléculas, con lo que ayuda 
a situar los átomos de las biomoléculas para posibles inter- 
acciones. Por otra parte, la elevada polaridad del agua, tam- 
bién es beneficiosa porque facilita que las sustancias apolares 
se agreguen y permanezcan juntas, Por ejemplo, las mem- 
branas contienen grandes cantidades de macromoléculas 
apolares como los lípidos, y éstos tienden a agregarse de 
tal modo que impiden el libre lujo de las moléculas pola- 
res hacia el interior о hacia el exterior de la célula. 

Además de formar puentes de hidrógeno, la naturaleza 
polar del agua la convierte en altamente cohesiva, lo que sig- 
nifica que las moléculas de agua muestran una elevada afi- 
nidad mutua y se disponen formando estructuras ordenadas 
еп las que los puentes de hidrógeno (Figura 32) están con- 
tinuamente formándose, deshaciéndose y volviéndose a for- 
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(a) Proteínas. 


(0 Ácidos nucleicos 


(a) Lipidos 


[ШШЕН ea йш 
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Ж) se localizan en la pared celular y, en ocasiones, en gránulos de 
ener нато (a) Los Apidos (anil) зе calza en ш membrana 
риат, а pared cellar у en giros de reserva. Nótese ei cò 
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¡bién la leyenda de la Figura 3.11 


“mar, La naturaleza cohesiva del agua es la responsable de 


de sus importantes propiedades biológicas, сото la 
tensión superficial y el elevado calor específico (calor reque- 


tido para elevar la temperatura 1°C). Además, el hecho de 


{eel agua se expanda por congelación y produzca una for- 

"та sólida menos densa (hielo) tiene profundos efectos so- 

Ja vida en los ambientes acuáticos. Por ejemplo, el hielo 

jal en un lago puede aislar al agua que está debajo y 

зи congelación, permitiendo así sobrevivir a los orga- 
¡acuáticos pese a la capa de hielo superficial 


La vida se originó en el agua y, en cualquier parte donde 
exista agua líquida en la Tierra, es probable que se encuen- 
tren microorganismos (describiremos algunos ejemplos es- 
pectaculares en la Sección 10.6 y en el Capítulo 13), Veamos 
ahora la estructura de las principales macromoléculas de 
los sistemas vivos (Tabla 3.2), 


/__3.2 Revisión de conceptos 


Las proteínas representan la clase de macromoléculas más abun- 
dante en las células, Otras macromoléculas son los ácidos nu- 
cleicos (DNA y RNA), los lípidos, los polisacáridos y los 
lipopolisacáridos, El agua es un solvente particularmente ideal 
para los organismos vivos debido a su polaridad y a su cohesión. 


4 ¿Por qué el RNA constituye una proporción tan grande de 
una célula en crecimiento? 

4 ¿Porqué la elevada polaridad del agua es la causa de ви uti- 
lidad como solvente biológico? 


1 MACROMOLÉCULAS 


Analizaremos las macromoléculas señaladas en la Tabla 3,2 
y examinaremos los componentes de cada una de ellas, 


ШЕЙ Potisacáricos 


Los carbohidratos (azúcares) son compuestos orgánicos que 
contienen carbono, hidrógeno у oxígeno en la proporción 
1:2:1. La fórmula estructural de la glucosa, el más abundante 
de todos los azúcares, es C¿Hy¿0, (Figura 34). Los carbohi- 
datos con mayor importancia biológica son los que contie- 
теп 4, 5,6 y 7 átomos de carbono (designados como Cy Cy Cs 
y С). Los azúcares Cs (pentosas) tienen una especial impor- 
tancia por formar parte de la estructura de los ácidos nuclei- 
cos, De modo similar, los C, (hexosas) son los monómeros 
constituyentes de los polímeros de la pared celular y de los 
que actúan como reserva de energía. La Figura 3.4 muestra las 
fórmulas estructurales de unos cuantos azúcares comunes, 
Apartir delos carbohidratos simples se pueden formar 
derivados reemplazando uno o más de los grupos hidroxi- 
lo por otras especies químicas. Por ejemplo, el peptidogli- 
cano, que es un polímero importante de la pared celular 
bacteriana (nase Sección 4.8), contiene un derivado de la 
glucosa, la N-acetilglucosamina (Figura 3.5). Además de 
sus derivados, los azúcares pueden tener una misma fór- 
mula estructural y sin embargo diferir en sus propiedades es- 
terevisoméricas (ase Sección 3.6). Por tanto, la célula dispone 
de un gran número de azúcares diferentes y potencialmente 
disponibles para la construcción de los polisacáridos, 


enlace glicosídico 

Los polisacáridos son hidratos de carbono que contienen 
muchas unidades monoméricas (a veces cientos e incluso 
miles) unidas por enlaces covalentes llamados enlaces gli- 
cosídicos (Figura 3.6). (N. del R. Se denomina enlace glu- 
cosídico cuando todos los monómeros son de glucosa 
exclusivamente; y enlace glicosídico si el enlace se estable- 
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Fórmulas estructurales de algunos azúcares habitua- 
les. Las fórmulas se pueden representar de dos modos alternativos, 
сото cadena lineal y como anillo. La cadena lineal өз más fácil де vi- 
sualizar, pero la forma de anillo ов la estructura usada comúnmente. Ad- 
viértaso el sistema de numeración en el anillo. 


се entre diversos hidratos de carbono además de la gluco- 
за.) Si dos azúcares (monosacáriodos) se unen por un enlace 
glicosídico se forma un disacárido. La adición a esta molécula 
Че otro monosacárido origina un frisacárido y cuando son 
varios más, un oligosacárido; una cadena muy larga de este 
tipo se denomina un polisacárido. 
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Polisacáridos. (a) Estructura de diversos enlaces glico- 
sidicos. En el enlace gicosídico puede variar tanto la unión como la. 
geometria de la unión (а о В). (b) Estructuras de algunos polisacári- 
dos habituales. El color se corresponde con el usado en (a). 
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El enlace glicosidico puede ¡tar dos orientaciones, 
llamadas alía (а) y beta (B) (Figura 3.64). Los polisacáridos 
соп unidades repetitivas de glucosa unidas entre los car- 
bonos 1 y 4 en orientación de tipo alfa (por ejemplo, el glu- 
cógeno y el almidón, Figura 3.60) funcionan como reservas 
importantes de carbono y energía en bacterias, plantas y 
animales. Alternativamente, las unidades de glucosa unidas 
Por enlace heta-1,4 forman la celulosa (Figura 3.69), un com- 
Ponente rígido de la pared celular de las plantas y de las 
algas. Así, aunque tanto el almidón como la celulosa se 
componen en ambos casos solamente de unidades de glu- 
соза, sus propiedades funcionales son completamente di- 
ferentes debido a las diferentes configuraciones, a y B, de 
зиз enlaces glucosídicos. Los polisacáridos se pueden com- 
binar también con otras clases de macromoléculas, como 
proteínas y lípidos, formando polisacáridos complejos del 
tipo de las glicoproteínas y los glicolípidos, respectiva- 
mente. Estos compuestos tienen funciones fundamentales 
еп las membranas celulares como moléculas receptoras de 
superficie y residen en la cara externa de la membrana, en 
contacto соп el medio ambiente. Los glicolípidos también 
«constituyen una fracción importante de la pared celular de 
las bacterias Gram negativas y a ellos se deben algunas pro- 


piedades de las superficies de estos microorganismos (vés- 
se Sección 4.9). 


/__ 3.3 Revisión de conceptos 


Los azúcares se combinan para formar largos polímeros Ilama- 
dos polisacáridos. Las dos orientaciones diferentes de los enla 
es glicosídicus que unen las unidades de azúcares confieren 
Propiedades diferentes a las moléculas resultantes 
¡áridos pueden contener también otras moléculas como prote- 
inas o lípidos originando polisacáridos complejos. 


Y ¿Por qué difieren tanto el glucógeno y la celulosa en sus 
propiedades físicas pese a que ambos están formados al 
100% por glucosa? 


a E 


Los ácidos grasos son los principales constituyentes de los 
lípidos de Bacteria y Eukarya. Los lípidos de Archaea, por el 
сопігагіо, contienen la molécula hidrofóbica fitano (véase 
¡Sección 4.5). Los ácidos grasos tienen propiedades quími- 
ау interesantes debido a que contienen regiones muy hi- 
rofóbicas (que repelen el agua) y otras muy hidrofílicas 
(solubles еп agua). El palmitato”, por ejemplo (Figura 37) 
ses un ácido graso de 16 átomos de carbono que contine una 
Cadena saturada (totalmente hidrogenada) de 15 átomos de 


¡carbono y un sólo grupo de ácido carboxílico. Otros ácidos 
que se encuentran comúnmente en los lípidos pue- 
ser formas saturadas o monoinsaturadas de Су a Cay 

Че carbono de longitud (Figura 3.7). 


anos grasos pueden estr anton forma prtonada (RCOOH cose tor. 

mamo pica (KCOO ) dependiendo del рї. Dado que a pH 7 ун don grasos 
stan райы, esto е mia añadiendo e! sul ale а arta del тры. 
so. A, e cido palms ex СОНССОН y el palito cs СЫН „СОО 


Triglicéridos y lípidos complejos 
Los lípidos simples (grasas) contienen ácidos grasos unidos 
al alcohol glicerol, de tres átomos de carbono С, (Figura 3.7). 
Los lípidos simples también se denominan triglicéridos 
porque a la molécula de glicerol se unen tres moléculas de 
ácidos grasos. 

Los lípidos complejos son lípidos simples que contie- 
nen elementos adicionales como fósforo, nitrógeno о azu- 
fre, o pequeños compuestos hidrofílicos carbonados, como 


Ácidos grasos comunes: 


Lípidos simples (triglicéridos): 
Aeros grasos unidos а gicerol рог enlace éster 


lejos. Los lípidos simples se forman por una reacción de deshidrata- 
ción entre los ácidos grasos y el glicerol mediante enlace éster. 
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azúcares, etanolamina, serina, o colina (Figura 37). Los li- 
pidos que contienen un grupo fosfato se llaman fosfolípi- 
dos y son un grupo importante de lípidos complejos porque 
desempeñan una importante función estructural en la 
membrana citoplasmática (véase Sección 45). 

Las propiedades químicas de los lípidos los hacen ide- 
ales como componentes estructurales de las membranas. 
Debido а que son anfipáticos, es decir, muestran pro- 
piedades hidrofóbicas е hidrofílicas, se agregan en las 
membranas con las porciones hidrofílicas orientadas al 
medio externo о al medio interno citoplasmático, man- 
teniendo sus porciones hidrofóbicas sin contacto con el 
medio acuoso (véase Sección 4.5). Tales estructuras son 
barreras de permeabilidad adecuadas debido a la inca- 
pacidad de las sustancias solubles en agua para atrave- 
sar la porción hidrofóbica de los ácidos grasos de los 
lípidos. Por supuesto, la función fundamental de la mem- 
brana citoplasmática es precisamente la de servir de ba- 
rrera a la libre difusión de sustancias dentro o fuera de las 
células, 


/ 3.4 Revisión de conceptos 


Los lípidos contienen componentes hidrofóbicos е hidrofilicos 
y sus propiedades químicas son ideales para que cumplan fun- 
iones estructurales en las membranas celulares. 


Y ¿Qué parte de una molécula de ácido graso es hidrofóbica 
y cuál hidrofilica? 

¿En qué se diferencia un triglicérido de un fosfolipido? 

Y  Dibujela estructura química del butirato, un ácido graso de 
cuatro átomos de carbono Cs completamente saturado. 


КЕЙ icitos nucleicos 

Los ácidos nucleicos, DNA y RNA, son macromoléculas 
formadas por monómeros llamados nucleótidos. Por con- 
siguiente, tanto el DNA como el RNA son polinucleóti- 
dos. El DNA lleva la información genética de la célula y el 
RNA actúa como una molécula intermediaria para соп- 
vertir esa información en secuencias definidas de aminoá- 
cidos que forman las proteínas. Un nucleótido se compone 
de tres unidades: un azúcar de 5 átomos de carbono, la ri- 
bosa (en el RNA) y la desoxiribosa (en el DNA), una base 
nitrogenada y una molécula de fosfato, PO,” . La Figura 
3.8 muestra la estructura general de los nucleótidos del 
DNA y RNA. 


Nucleótidos 

Las bases nitrogenadas presentes en los ácidos nucleicos 
pertenecen a dos clases. Las bases púricas, adenina y gua- 
nina, contienen dos anillos heterocíclicos (que contienen 
más de un tipo de átomo) fusionados, mientras que las 
bases pirimidínicas, timina, citosina y uracilo, contienen 
un único anillo heterocíclico de seis elementos (que tiene 
más de una clase de átomos) (Figura 3.9). Mientras que la 
guanina, adenina y citosina se encuentran tanto en el DNA 
сото en el RNA, la timina se presenta (salvo raras excep- 


осадок Se muestra un /ibonuciedtido, en el ANA. 
Los desaximbonucieótidos, en el ОМА, tienen un átomo de H en lugar 
де un grupo ОН en el carbono 2'. Los números en los carbonos del 
калом se designan como «prima» () porque los átomos en la estruc- 
tura del anillo de la base nitrogenada también se numeran (1, 2, 3, etc) 
(ивазе Figura 3 9). Tanto los desaxiribonucieótidos como los ribonu- 
deûtidos contienen un fosfato en la posición 5” 


ciones) sólo en el DNA y el uracilo sólo en el RNA. En un 
nucleótido, una base se une а una pentosa por enlace gli- 
cosîdico entre el átomo de carbono 1 del azúcar y un áto- 
mo de nitrógeno de la base, bien el átomo de nitrógeno 
marcado como 1 (en las bases pirimidínicas) o el 9 (en las 
bases púricas). Una base unida al azúcar, sin el fosfato, se 
denomina nucleósido. Por tanto, los nucleótidos son nu- 
cleósidos que contienen uno о más grupos fosfato (Figu- 
га 3,10). 

Los nucleótidos, además de ser los constituyentes de los 
ácidos nucleicos, desempeñan otras funciones en la célula. 
Los nucleótidos, en especial el trifosfato de adenosina (ATP) 


і 
і 


Estructura de las bases del ОНА y RNA, No se Indica. 
¡eluracio (U). pero su estructura es la misma que la de la timina, excepto. 
чое carece del grupo metilo en el carbono 5. Obsérvese el sistema de 
numeración de los anilos. Para establecer la unión de la base al car- 
bano 1° del azücar-tosfato mostrado en la Figura 3.8, las bases pirimi- 
¡nicas lo hacen a través del М-1 del anillo y las bases púricas mediante 
атэ del anilo. 
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(Figura 3:10), actúan como fuentes de energía química li- 
berando, mediante la rotura de un enlace fosfato, suficien- 
te energía como para sumunistrar la requerida para la 
puesta en marcha de las reacciones celulares (véase Sec- 
ción 5.8). Otros nucleótidos, o derivados de ellos, funcio- 
пап en reacciones de oxidación-reducción de las células 
сото transportadores de azúcares en la biosíntesis de los 
polisacáridos (vénse Sección 5.7) y como moléculas regula- 
doras que inhíben o estimulan las actividades de ciertas 
enzimas o procesos metabólicos. Sin embargo, aquí consi- 
deraremos la función de los nucleótidos como elementos 
estructurales de los ácidos nucleicos, la principal función 
de información. 


Ácidos nucleicos 

El esqueleto de un ácido nueleico es un polímero en el que 

alternan moléculas de azúcar y de fosfato (Figura 3.11). 
Los polinucleótidos contienen nucleótidos que están 

unidos covalentemente por medio de fosfato entre el carbo- 

по conocido como carbono 3' (3 prima) — de un azúcar у 

el carbono 5 (5') de otro azúcar adyacente (Figura 3.114). 


Desde el punto de vista químico esta unión es un enlace 
fosfodiéster ya que un mismo fosfato se une por enlace és- 
tera dos azúcares separados. 

La secuencia de nucleótidos en una molécula de DNA 
о de RNA se denomina su estructura primaria. Como hemos 
dicho, la secuencia de bases en un DNA o en un RNA lleva 
la información, ya que representa la información genética 
necesaria para reproducir una copia idéntica del organismo. 
Más adelante veremos que la replicación del DNA y la pro- 
ducción de RNA son procesos muy complejos (véase Capi- 
tulo 7) y que se necesita un mecanismo prácticamente a 
salvo de errores para asegurar la fidelidad de la copia en la 
transferencia de caracteres genéticos de una generación a 
otra. 


DNA 

En las células, el DNA celular se presenta en forma de do- 
ble cadena. Cada cromosoma contiene dos cadenas de 
DNA, cada una de las cuales está formada por varios mi- 
Hones de nucleótidos unidos por enlace fosfodiéster. Las 
cadenas se asocian entre sí mediante puentes de hidrógeno 
que se forman entre los nucleótidos de una y otra cadena. 
Cuando las bases púricas y pirimidínicas se sitúan adya- 
centes unas a otras pueden establecer puentes de hidróge- 
по (véase Figura 3.2c). Los enlaces más estables de este tipo 
ocurren cuando la guanina (G) forma puentes de hidróge- 
no con la citosina (С), y cuando la adenina (A) los forma 
con la timina (Т) (véase Figura 3.27), El apareamiento espe- 
бсо de A соп T y de G con С significa que las dos cadenas 
de DNA son complementarias еп su secuencia de bases; es 
decir, que cuando en una cadena aparece С, en la otra apa- 
тесе С, y si se encuentra Т, se encuentra A en su comple- 
mentaria (Figura 3.119). 


RNA 

Con pocas excepciones, todos los ácidos ribonucleicos son 
moléculas de una sola cadena. No obstante, las moléculas 
de RNA se pliegan normalmente sobre sí mismas en las 
zonas donde se puede producir apareamiento por com- 
plementaridad de bases y forman, por tanto, estructuras 
plegadas. Estos modelos de plegamiento observados en 
el RNA se conocen como su estructura secundaria (Figu- 
ra 3.110) 

El RNA tiene tres funciones importantes en la célula. 
Por un lado, el RNA mensajero (RNAm) contiene la in- 
formación genética del DNA en una molécula monocate- 
пагіа que es complementaria en secuencia de bases а una 
porción de la secuencia de bases del DNA, Por otro, el 
RNA de transferencia (RNA!) son moléculas que actúan 
como «adaptadores» en la síntesis proteica, Estos RNAs de 
transferencia traducen la información genética del lenguaje 
de los nucleótidos al lenguaje de los aminoácidos, que son 
los constituyentes elementales de las proteínas. Finalmen- 
te, el RNA ribosómico (RNAr), del que existen distintos 
tipos, son componentes estructurales у catalíticos muy im- 
portantes del ribosoma, es decir, del sistema de la célula 
que sintetiza las proteínas. Estos distintos tipos de mo- 
léculas de RNA se analizan con más detalle en los Capí- 
tulos7 y 11. 


48 m Capítulo 3 = MACROMOLÉCULAS. 


Posición | Base 
ne ala posición 1 
HI Desoxiribosa 
Posición F— н 
Fostato 
њо 
н " 
н 
спасе 
лоодо 


а 


AS 
“v 
Estructura primana 
Estructura 
Región de secundaria 
Se pasee 
© 


DNA y ANA. (a) Estructura parcial de una cadena de ОМА. Las bases nitrogenadas pueden ser adenina, guanina, cosina o ti- 

өп el carbono 2' de la ribosa (véase Figura 3.8) se presenta un grupo ОН y el uracilo sustituye а la timina. (Б) Estructura simpli- 
ficada del ОМА donde sólo se muestran las bases nitrogonadas. Nótese que las dos cadenas son complementarias en su secuencia de bases. 
(А-Т: б=С) y que están unidas por puentes de hidrógeno. Nótese también que las dos cadenas de DNA se muestran өп dos tonos dierantes de 
color verde, una simbología convencional que se mantiene a lo largo de todo este ibro. (с) ANA: () Secuencia que muestra sôlo la estructura pri- 
maria; 0) Secuencia que permite una estructura secundaria. En el RNA, las estructuras secundarias se forman cuando es posible el apareamien- 
to de bases dentro de la misma cadena, como se muestra aquí. En algunas moléculas muy largas de ANA, tales como los RNA ribosómicos 
(véanse Secciones 7.15 y 11.4), algunas regiones de la molécula poseen sólo estructura primaria mientras que otras tienen estructura primaria y 
secundaria. Esto da lugar a estructuras altamente envolladas y retorcidas (véase Figura? 1,8c) cuya función biológica depende tundamentalmen- 
to de su forma tridimensional final. El RNA se muestra siempre en naranja a ko largo de este Мо. 


У 3.5 Revisión de conceptos 


La información contenida en los ácidos nueleicos está determi- 

пайа por la secuencia de bases nitrogenadas que se encuentra a 

lo largo de la cadena polinucleotídica. Tanto el DNA como el 

RNA son macromoléculas portadoras de información. El RNA. 

se puede plegar adoptando configuraciones que constituyen su 

estructura secundaria. 

Y Qué es un nucleótido? 

Y ¿Qué diferencia un nucleósido de un nucleótido? 

Y Diferencie la estructura primaria y la estructura secundaria 
de un RNA. 


Aminoácidos y enlace peptídico 


Los aminoácidos son las unidades monoméricas de las pro- 
teínas. La mayor parte de ellos contienen sólo carbono, 
hidrógeno, oxigeno y nitrógeno, pero dos de los 21 amino- 


ácidos más comunes en las células contienen también azu- 
fre y uno contiene selenio. Todos los aminoácidos contie- 
nen dos grupos funcionales, un grupo cerborílico (СООН) 
y un grupo amino (—NH) (Tabla 3.1 y Figura 3.12). Estos 
grupos funcionales son importantes porque permiten for- 
mar enlaces peptídicos, un tipo de enlace covalente que es 
característico de las proteínas, que se establecen entre el 
carbono del grupo carboxilo de un aminoácido y el nitró- 
geno del grupo amino de otro, con eliminación de una mo- 
lécula de agua (Figura 3.13). 

Todos los aminoácidos tienen la estructura general que 
se indica en la Figura 3.12. Los aminoácidos difieren entre 
sî por la naturaleza del grupo lateral (abreviado como R en 
la Figura 3.12) que está unido al carbono a. El carbono а es 
el átomo de carbono inmediatamente adyacente al grupo car- 
boxílico. Las cadenas laterales varían considerablemente, 
y pueden ser tan simples como un átomo de hidrógeno en. 
el aminoácido glicina o ser estructuras con anillos aromá- 
ticos como en el aminoácido fenilalanina (Figura 3.12). Las 


Боа = 


Estructura de los grupos “R” de los aminoácidos 


энну-сн,-сну-сну-сну-] 
n 
tnn=ç-N-cnr cH- CH] 


Formación del enlace peptdico. Н, y y indican la por- 
ión variable (cadena lateral) del aminoácido (véase Figura 3.12). 


propiedades químicas de un aminoácido se deben funda- 
mentalmente а la naturaleza de la cadena lateral y por ello 
los aminoácidos que muestran propiedades químicas si- 
milares se pueden agrupar en «familias» como se indica en 
la Figura 3.12. Por ejemplo, la cadena lateral puede conte- 
ner en sí misma un grupo carboxílico, como en el caso del 
ácido aspártico o del ácido glutámico, cor stituyendo los 
aminoácidos ácidos. En cambio, varios am: 1oácidos con- 
tienen cadenas laterales hidrofóbicas y repre мап en con- 
junto los aminoácidos no polares o apolares, ' 1 aminoácido 
cisteina contiene un grupo sulfhidrilo (—SH) que puede 
unir una cadena de aminoácidos con otra por un puente di- 
sulfuro (R—S—S—R), La diversidad química de los amino- 
ácidos permite a las células producir un múmero enorme 
de proteínas químicamente distintas, con una diversidad 
de propiedades bioquímicas muy amplia. 


Isómeros 

Dos moléculas pueden tener la misma fórmula pero pre- 
sentar diferentes formas estructurales, Estas moléculas re- 
lacionadas pero по idénticas se designan como isómeros. 
Louis Pasteur, el famoso microbiólogo que abolió la teoría 
de la generación espontánea (vénse Sección 1.5), comenzó 
su trayectoria científica como químico estudiando una cla- 
se de isómeros llamados isómeros ópticos. La asimetría que 
Pasteur descubrió inicialmente en las formas cristalinas del 
ácido tartárico (Figura 3.14) constituyó la base de su poste- 
rior trabajo en el que puso de manifiesto que los organismos 
vivos pueden producir también moléculas ópticamente ac- 
tivas (como los aminoácidos y los azúcares). 

Muchos isómeros de azúcares comunes forman parte 
de las paredes celulares de Bacteria y Archaea (véase Sec- 
ción 4.5). Los isómeros que presentan las mismas fórmulas 
moleculares y estructurales, pero que difieren en que uno 
es la «imagen especular» del otro, como la mano derecha re- 


EIEEE Estructura de los 21 aminoácidos más comunes. El 
¡código de tres letras para los aminoácidos se presenta a la izquierda. 
de los nombres y el de una letra aparece entre parêntesis a la derecha 
де los nombres. 
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ШЇШЕ  ] к=п reaizados por Louis Pasteur de los cristales 


dol ácido tartárico (СНО), usados para Hustrar su famosa publicación 
sobre la actividad Óptica de los isómeros. (a) Cristal levógiro (lorma 1). Б) 
Cristal dextrógiro (отпа с). Nótese que los дов cristales corresponden а. 
imágenes especulares (es decir, son enantiómeros о estereoisómeroe). Las 
letras өп las caras del cristal fueron utilizadas por Pasteur para indicar в. 
caras que corresponden a la imagen especular delos dos cristales. So ha- 
añadido color para taciltar la visualización de las ciferontes caras. 


Пеја a la izquierda, se llaman enantiómeros y se designan 
como D y 1 (Figura 3.156). Los azúcares con configuración 
Db son los que predominan en los sistemas biológicos. 

Сото los azúcares, los aminoácidos pueden existir tam- 
bién сото enantiómeros D o L Sin embargo, en el caso de las 
proteínas la vida ha evolucionado usando las formas 1. de los 
aminoácidos en vez de las formas о (Figura 3.15c). No obs- 
tante se encuentran esporádicamente aminoácidos D en la 
naturaleza, más frecuentemente en el polímero del peptido- 
glicano de la pared celular (véase Sección 4.8) y en algunos 
antibióticos polipeptídicos (véase Sección 20.9). Los proca- 
riotas presentan la capacidad de convertir aminoácidos Den 
aminoácidos L, y azúcares en configuración 1. a la forma D, 
mediante enzimas que catalizan específicamente esta trans- 
formación. Estas células contienen las enzimas llamadas ra- 
cemasas, cuya función es convertir la forma poco habitual 
(azúcares en configuración L о aminoácidos en configuración 
bD) a la forma metabolizable (azúcar D o aminoácido 1). 


Y 3.6 Revisión de conceptos 


En las células se encuentran los 21 aminoácidos habituales que se 

pueden unir entre sí mediante enlace peptídico, Existen formas de 

azúcares y aminoácidos que son imágenes especulares (enantió- 

meros), pero sólo un isómero óptico de cada tipo se encuentra en 

los polisacáridos y las proteínas de la célula, respectivamente. 

4 ¿Por qué podemos decir que los aminoácidos son al mismo 
tiempo similares y diferentes? 

Y Dibuje la estructura de un dipéptido formado por los ami- 
noácidos alanina y tirosina y señale el enlace peptídico. 

4 ¿Qué formas enantiómeros de azúcares y aminoácidos se 
“encuentran habitualemente en los organismos vivos? ¿Por 
qué el aminoácido glicina no tiene diferentes enantiómeros? 
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ШИШЕ ] о (a) Model espacial de bolas y varllas mos- 
талдо imágenes especulares. (b) Estersoisómeros de glucosa. (c) Es- 
lervoisómeros del aminoácido alanina. 


Proteínas: estructuras primaria 
secundaria 


Las proteínas llevan a cabo funciones celulares esenciales. 
Existen fundamentalmente dos clases de proteínas, las pro- 
teínas catalíticas (enzimas) y las proteínas estructurales. Las 
enzimas son los catalizadores de una amplia variedad de 
reacciones químicas que tienen lugar dentro de las células 
(véanse Capítulos 5 y 17). Por el contrario, las proteínas es- 
tructurales son aquellas que son partes integrales de las 
estructuras de las células en membranas, paredes celulares 
y componentes citoplasmáticos. Esencialmente, una célu- 
1а depende del tipo y cantidad de proteínas que contiene, 
Por tanto, el conocimiento de la estructura de las protef- 
паз es esencial para comprender el funcionamiento de la 
célula. 


Estructura primaria 
Las proteínas son polímeros de aminoácidos unidos cova- 
lentemente por enlaces peptídicos (Figura 3.13). Dos ami- 
noácidos unidos forman un dipéptido, tres aminoácidos un 
tripéptido, y así sucesivamente. Cuando muchos aminoáci- 
dos se unen por enlaces peptídicos forman un polipépti- 
do, y las proteínas están formadas por uno o varios 
polipéptidos. El número de aminoácidos presentes en una 
proteína varía de una a otra, Hay proteínas que contienen 
tan sólo 15 mientras que otras llegan a tener hasta 10 000 
aminoácidos. Como las proteínas varían en cuanto a com- 
ın, secuencia y número de aminoácidos, es fácil 
nta de que existe una gran variabilidad en la es- 
tructura (y función) de las proteínas. 

La disposición lineal de los aminoácidos en un polipép- 
tido constituye su estructura primaria. La estructura prima- 
ria de un polipéptido es muy importante porque cada 
estructura primaria es compatible sólo con determinados ti- 

plegamiento, La forma final plegada del polipéptido 
Bla que tene actividad biológica. Por ello, ве puede const 
derar que la estructura primaria de un polipéptido es la que 
determina en mayor medida sus propiedades biológicas. 


Estructura secundaria 
La disposición de las cadenas laterales R de los distintos 
aminoácidos en un polipéptido hace que la molécula se dis- 

nga y se pliegue de un modo específico. Esto conduce a 

formación de la estructura secundaria de la proteína (Fi 
gura 3.16). Los puentes de hidrógeno y las uniones no co- 
Valentes débiles explicadas anteriormente (véase Sección 
31) son importantes para establecer el tipo de estructura 
secundaria que adopta una proteína, Uno de estos tipos de 
estructura es la hélice a. Para imaginar una hélice proteica, 
consideremos un péptido lineal enrollado a un cilindro (Fi 
фит 3.161). En esas condiciones, los átomos de oxígeno y de 
nitrógeno de los diferentes aminoácidos tienden a dispo- 
пете en la estructura enrollada lo suficientemente próxi- 
тов сото para permitir el establecimiento de puentes de 
hidrógeno. La posibilidad de formar puentes de hidrógeno 
(y la estabilidad inherente asociada а su formación) facili- 
la que muchos polipóptidos adopten directamente una 
tructura secundaria en hélice а (Figura 3.164). 

Otros polipéptidos adoptan una estructura secundaria 


diferente llamada hoja В. En la hoja В, la cadena de amino- 
“ácidos del polipéptido se pliega en zig-zag sobre sí misma 
еп vez de formar una hélice; este tipo de plegamiento deja 


al descubierto átomos de hidrógeno que pueden establecer 
puentes de hidrógeno (Figura 3.160). 

La estructura secundaria de muchos polipéptidos con- 
бепе tanto regiones en hélice а como regiones en hoja B; y 
бро de plegamiento concreto viene determinado en cada 

¿caso por las oportunidades que tenga de formar puentes 
dehidrógeno e interacciones hidrofóbicas. La estructura se- 
cundaria de tipo hoja В confiere una estructura más bien 
rígida, mientras que la estructura en hélice a es normal- 
теге más flexible, por lo que la estructura secundaria de 
in polipéptido condiciona, en gran medida, la función de 
determinada proteína en la célula. Muchos polipépti 
se pliegan en dos o más segmentos, cada uno de los 
presenta una estructura secundaria diferente (vénse 


(o) 


secundaria en hófico-a. Nótese que los puentes de hidrógeno no afec- 
tan a los grupos А, sino que implican a los átomos que participan en 
Jos enlaces peptidicos. (b) Estructura secundaria en hoja- 


52 а Capítulo 3 = MACROMOLÉCULAS 


A [тд 
Lise м, 
Є) 
р, r ome 
нов f 
mera айога 


Estructura terciaria de polipéptidos mostrando pos 
ciones donda pueden localizarse regiones de hálice-« y һоја-В. (a) in- 
sulina, una proteina que contiene dos cadenas polipeptidicas; 
Obsérvese cómo la cadena В contiene estructura secundaria tanto en 
hólice-u como en hoja-f y cómo los puentes disulfuro (señalados on 
azu) pueden determinar las disposiciones del plegamiento (estructura 
terciaria). (b) Fibonucieasa, una proteína grande con varias regiones 
dispuestas en hêlice-a y otras өп hoja: 


Figura 3.17). Estos segmentos, denominados dominios, son 
regiones del polipéptido que tienen funciones específicas 
en la molécula proteica final. 


ЕЗ иы ae orden 
superior y desnaturalización 


Una vez que un polipéptido ha adoptado una estructura 
secundaria determinada, se pliega sobre sí mismo para for- 
mar una molécula aún más estable. Esa disposición con- 
duce a la formación de la estructura terciaria de las 
proteínas, Como ocurre con la estructura secundaria, la es- 
tructura terciaria de una proteína está determinada en de- 
finitiva por la estructura primaria, pero también está regida 
por la estructura secundaria de la molécula. A consecuen- 
да de la formación de la estructura secundaria, la cadena 
lateral de cada aminoácido del polipéptido queda en una 
posición específica. Si se pueden formar enlaces adiciona- 
les de hidrógeno, uniones covalentes, interacciones hidro- 
fóbicas u otras interacciones atómicas, el polipéptido se 
plegará hasta alcanzar una forma tridimensional única (Fi- 
gura 3.17). 

Con frecuencia un polipéptido se dobla de tal forma que 
quedan expuestos grupos sulfhidrilo (SH) pertenecientes 
a residuos de cisteina. Estos grupos -SH libres se pueden 
unir covalentemente formando un puente disulfuro (-5-5-) 
entre los dos aminoácidos. Si los dos residuos de cisteina 
pertenecen a diferentes cadenas polipeptídicas de una pro- 
teina, el puente disulfuro une físicamente las dos molécu- 
las (Figura 3.174). Además, un único polipéptido se puede 
plegar y unirse a sí mismo si dos residuos de cisteína ori- 
ginan un puente disulfuro dentro de la misma molécula. 
La disposición terciaria del polipéptido origina finalmente 
en la molécula regiones expuestas y otras hendidas (Figu- 


b 


ЮЕШ с=с,» cuaternario de la hemoglobina En esta pro- 
teina hay dos clases de polipéptidos, las cadenas а (que se muestran 
єп azu y rojo) y las cadenas f (que aparecen en naranja y amarillo), y 
un total de cuatro polpéptidos en la molécula final. Los distintos colo- 
res permiten distingu las cuatro cadenas. 


ra 3.17 y 3.18), que pueden ser importantes en la unión con 
otras moléculas (por ejemplo, en la unión entre un sustra- 
to у una enzima) (véase Sección 

Si una proteína consta de más de un polipéptido, como 
ез el caso de muchas proteínas, la disposición espacial de las 
subunidades polipeptídicas, que forma la molécula protei- 
са final, se conoce como estructura cuatemaria de la protei- 
па (Figura 3.18). En las proteínas que presentan estructura 
cuaternaria, cada subunidad de la estructura final tiene su 
propia estructura primaria, secundaria y terciaria, Algunas 
Proteínas con estructura cuaternaria contienen varias sub- 
unidades idénticas; otras contienen subunidades distintas, 
y algunas pueden contener más de una subunidad idénti- 
са y un segundo tipo de subunidad distinta. Las subuni- 
dades de las proteinas multiméricas se mantienen unidas 
por interacciones no covalentes (puentes de hidrógeno, 
fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofóbicas) о 
por enlaces covalentes, que frecuentemente son enlaces di- 
sulfuro entre subunidades. 


Desnaturalización 

Cuando las proteínas se exponen a valores extremos de 
temperatura o de pH, u otras sustancias que afectan a sus 

de plegamiento, se dice que sufren desnatu- 

ralización (Figura 3.19). En general, las propiedades bioló- 
gicas de una proteína se pierden cuando se desnaturaliza. 
Sin embargo, los enlaces peptídicos (Figura 3.13) no resul- 
tan alterados. La desnaturalización provoca un desplega- 
miento de la cadena polipeptídica al destruirse la estructura 
de orden superior de la molécula. El polipéptido desnatu- 
ralizado retiene su estructura primaria porque está mante- 
nida por enlaces peptídicos covalentes. Dependiendo de 
las condiciones de desnaturalización, el polipéptido pue- 
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de volver a plegarse una vez eliminado el agente desnatu- 
ralizante (Figura 3.19). No obstante, el hecho de que la des- 
naturalización conlleve generalmente la pérdida de la 
actividad biológica de la proteína demuestra claramente 
que la actividad biológica no puede asociarse directamen- 
te a la estructura primaria de las proteínas, sino que es el 
resultado del plegamiento preciso de las moléculas (condi- 
cionado en última instancia por la estructura primaria). Por 
tanto, el plegamiento de un polipéptido le confiere una for- 
та singular que es compatible con una función biológica 
específica. 

La desnaturalización de las proteínas tiene un interés 
que va mucho más allá de lo estrictamente académico, ya 
que es uno de los principales procesos por el que los mi: 
croorganismos pueden ser destruidos, Veremos en el 
pítulo 20 cómo varios compuestos químicos destruyen 
microorganismos mediante la desnaturalización de las 
proteínas. Por ejemplo, los alcoholes como el fenol y el 
etanol son desinfectantes eficaces porque penetran rápi- 
damente en las células y desnaturalizan irreversiblemente 
sus proteínas. Dichos agentes químicos son extremada- 
mente útiles para la desinfección de objetos inanimados 
(fomites), por ejemplo las superficies; y tienen un valor 
práctico enorme en la desinfección de casas, hospitales e 
industrias. 


El camino por recorrer 

Ahora que tenemos un conocimiento más sólido de la quí- 
mica de la vida, pasaremos al Capítulo 4, que trata de las n= 
Iaciones estructurales de las células. En este capítulo 
veremos cómo las distintas macromoléculas aquí revisadas 
forman las principales estructuras de la célula, tales como 
la membrana, la pared celular, el flagelo, etc. Después con- 
sideraremos las propiedades básicas del metabolismo de 
las células en el Capítulo 5. Aunque quizá no parezca obvio 
llegados a este punto, la materia de los Capítulos 4 y 5 guar- 
da una estrecha relación dado que el metabolismo, la 
maquinaria que hace que funcione una célula (véase Sec- 
ción 12), dirige la síntesis y ensamblaje de las macromolé- 
culas en estructuras celulares. Estos procesos culminan en 
el crecimiento celular (Capítulo 6). 

A medida que vayamos avanzando en este libro, es 
aconsejable volver al Capítulo 3 de vez en cuando para re- 
tordar los principios que rigen la química de la vida. Aun- 
que los microorganismos han desarrollado una diversidad 
«asi ilimitada de macromoléculas, esta diversidad se redu- 
се «акі siempre- a variaciones en los motivos estructurales 
de las cuatro clases de macromoléculas comentadas en este 
capítulo. Y, como cualquier microbiólogo sabe, la com- 

pensión conceptual de la química y de las propiedades de 

proteínas, los lípidos, los ácidos nucleicos y los polisa- 

áridos reporta grandes beneficios en el conocimiento de 
los principios básicos de la microbiología. 


Y 3.7y3.8 Revisión de conceptos 


Ла estructura primaria de una proteína viene determinada por 
чи secuencia de aminoácidos, pero es el plegamiento del poli- 
péptido (en estructuras de orden superior) el que determina 
ûmo funciona una proteína en la célula. 


же, кошт” 
@ inactiva 
pi qa 


Dosnaturalización de la proteina ribonucioasa (cuya 
estructura se presentó en la Figura 3.170). En general, la desnatura- 
zación fuerte produce una destrucción permanente de la molécula en. 
cuanto а su función biológica debido а un plogamiento defectuoso, 


4 Defina los términos estructura primaria, secundaria y tercia- 
ría de una proteína, 

¿Cuál esla diferencia entre un polípéptido y una proteína? 

4 ¿Qué características hacen que la estructura secundaria de 
tipo hoja Б sea más rígida que la de tipo hélice а? 

/ ¿Cuál sería la estructura cuaternaria de una proteína homo- 
тёп? ¿X cuál la de una proteína heterodimérica? 

Y Describa los efectos estructurales y biológicos de la desna- 
turalización de una proteína. ¿Cuál es la aplicación práctica 
de la desnaturalización de las proteínas? 
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Preguntas de repaso 


1. ¿Cuáles son los principales elementos que se encuen- 
tran en los organismos vivos? ¿Por qué el oxígeno y el 
hidrógeno son particularmente abundantes en los or- 
ganismos vivos? 

2. Defina la palabra molécula. ¿Cuántos átomos hay en 
una molécula de hidrógeno gaseoso? ¿Y en una molé- 
сша de glucosa? 

3. Observe la estructura de la base nitrogenada citosina 
que se indica en la Figura 3.1. Dibuje esta estructura y 
luego señale las posiciones de todos los enlaces senci- 
los y dobles en la molécula citosina. 

4. Compare y diferencie entre monómero y polímero. Indi- 
que tres ejemplos de polímeros con importancia bio- 
lógica y designe los monómeros de los que se 
componen. 

5. Señale los componentes que forman un lípido senci- 
llo, ¿En qué difiere un triglicérido de un lípido com- 
plejo? 

6. Examine la estructura del triglicérido y de la fosfatidil 
etanolamina que se indican en la Figura 3.7. Comente 


Ejercicios prácticos 


cómo la sustitución del fosfato y de la etanolamina 
йа locas ls pe CPLA дабаа des ipida, 
DNA y el RNA son macromoléculas similares pero 


7. 


químicas о fisicas entre ellos. ¿Cuáles son las funciones 
celulares del DNA y del RNA? 


8. ¿Por qué los aminoácidos reciben ese nombre? Escriba 

la estructura general de un aminoácido. ¿Por qué es 

la naturaleza del grupo R en la estructura 

final de la proteína? ¿Por qué el aminoácido cisteína es 

particularmente importante para la estructura de una 
proteína? 


9. ¿Qué tipo de reacción química conduce a la formación 
Че un enlace entre dos aminoácidos? (Pue- 
Че consultar la Figura 3.13 antes de responder.) 


10. Dibuje el enlace peptídico. A continuación vuelva a di- 


bujar dicha estructura en forma atómica (véase Figura 
3.1) mostrando la dis де los electrones en los 


átomos que participan en el enlace peptídico, 


1. Observe las siguientes secuencias nucleotídicas en un 
RNA: (а) GUCAAAGAC, (b) ACGAUAACC. ¿Puede 
tener estructura secundaria cada una de estas molé- 
culas? Si la respuesta es afirmativa, dibuje la(s) posi- 
ble(s) estructura(s) secundaria (s) del RNA. 

2. Unas cuantas proteínas citoplasmáticas solubles tie- 
пеп un elevado contenido de aminoácidos hidrófobos. 
¿Cómo se plegarán estas proteínas en cuanto a su es- 
tructura terciaria y por qué? 

3. Las células del género Halobacterium, una arquea que 
vive en ambientes muy salinos, contienen más de 5 
molar (M) de potasio (К'). Debido a este elevado con- 
tenido en K*, muchas proteínas citoplasmáticas de Ha- 
lobacterium están enriquecidas en dos aminoácidos 
especificos que están presentes en esta bacteria, en mu- 
cha mayor proporción que en proteínas con función 
similar en Eschericha coli (que tiene niveles muy bajos 
de К? en su citoplasma). ¿En qué aminoácidos están 


enriquecidas las proteínas de Halobacterium y por qué? 
Pista indicativa: ¿qué aminoácidos podrían neutralizar 
mejor las cargas positicas debidas al K'? 

4. A menudo las proteínas que muestran estructura se- 
cundaria en hélice а son más flexibles que las que 
muestran estructura secundaria en hoja $. Comente 
por qué puede ser ésta la razón. 

5. Cuando se hierve un huevo ocurren cambios en él casi 
inmediatamente. Describa lo que sucede y por qué el 
contenido de un huevo hervido es tan diferente del de 
un huevo fresco. 

6. Teniendo en cuenta la respuesta anterior, explique por 
qué ciertos procariotas, llamados hipertermófilos, se 
desarrollan (y crecen en condiciones óptimas) en fuen- 
tes termales en ebullición. ¿Cuál puede ser la diferen- 
cia entre las proteínas de los hipertermóñilos de las del 


huevo? 


CELULAR 


MEMBRANAS Y PAREDES CELULARES 


Е 


IV ESTRUCTURAS DE SUPERFICIE E INCLUSIONES 
EN PROCARIOTAS 
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Endospora una forma de resistencia al calor 
y otras condiciones ambientales, rodeada 
por una gruesa pared que se origina por 
diferenciación en algunas Bacteria Gram 
positivas 

Flagelo un apéndice largo y delgado con 
Capacidad de rotación que se presenta en 
algunos prosariotas y es responsable de su 
propulsión en medios liquidos 

Fototazie movimiento de un organismo 
hacia la luz 

Gram negativa un tipo de célula prox anit 
са cuya pared celular contiene relativa- 
mente poco peptidogficano y presenta una 
membrana externa compuesta por lipopo- 
llsacirido, lipoproteina y otras macromo- 
léculas complejas 

Gram positiva tipo de célula procarótica 
сауа pared celular está compuesta Básica 
mente por peptidoglicano y que carece de 


membrana externa 

Lipopolisacárido (LPS) pido que contiene 
polisacárido y proteina y que es el com- 
puesto mayoritario en la pared celular de 
las Билеты Gram negativ: 


Magnetosomas partículas de magnetita 
(FejO) que forman una estructura rodea- 


са formada por unidades repetitivas y 
Aalternantes de acetilglucosamina y ácido 
acetilmurámico y péptidos cortos que 
Forma capas adyacentes unidas a través de 
puentes peptídicos 

Periplasma худо gelatino entre la capa 
externa de la membrana ctoplasmática y 
la superficie interna de la capa de lipopo- 
lisacárido de las fiarteria Gram negativas 

Peritrico modelo de flagelación en el que los 
agelos se localizan alrededor de la super- 
бое celular 

Poli-f-hidroxibutirato (PM) materia! de 
eerva nutritiva presente en procariotas 
compuesto por un polímero de Воі 
butirato u otro tipo de ácido f-alcanolco. 


Protoplasto una célula a la que se le ha eli- 
minado la pared celular у sólo es viable en 
un medio osmótico adecuado, 

Quimiotaxds movimiento de un organismo 
hacia (positivo) alejándose de (negativo) 
un gradiente de un compuesto químico 

Ribosoma pequeñas particulas compuestas 
de RNA y proteinas que intervienen en la 
sintesis de proteínas 

Translocación de grupo mecanismo de 
transporte dependiente de energía, en el 
cual la molécula transportada es modifica- 
da químicamente durante el transporte 

"Transportador ABC un sistema transport: 
dor de membrana que comprende tres pro- 
Heinan, una que hidroliza ATP como fuente 
de energia permitiendo el transporte, otra 
que une el sustrato en el exterior de la абы. 
la y otra que actúa como canal de trans- 
porte através dela membrana 

Vesiculas de gas estructuras citoplasmáti 
vas llenas de gas y limitadas por proteínas 
«que permiten а Motabiidad de las células 
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E pt a cit 
Sobre la estructura y función de los componentes de 
las células microbianas, en particular de las células proca- 
rióticas (Bacteria y Archaea). En el Capítulo 14 se presenta- 
rán con detalle aspectos sobre la estuctura y diversidad de 
las células eucarióticas. Este capítulo se organiza en cuatro 
secciones que tratan de la microscopía, las membranas y 
paredes celulares, el movimiento, y las estructuras de su- 
perficie e inclusiones, respectivamente, 

Las células, como los edificios, se construyen uniendo de 
varias formas elementos pequeños hasta crear estructuras 
más complejas, Los monómeros (como los aminoácidos y 
los nucleótidos) se emplean para construir macromoléculas 
(tales como proteínas y ácidos nucleicos); y las macromo- 
léculas forman a su vez estructuras más complejas que 
tienen funciones definidas, como los ribosomas, las mem- 
branas, las paredes celulares, etc. Pese a la gran diversidad 
quimica де las macromoléculas que forman las diferentes 
células hay que destacar que todas las células presentan 
problemas estructurales comunes y que, desde un punto 
de vista arquitectónico, los resuelven de manera similar, 

соп una presentación del microscopio. His- 
tóricamente el microscopio fue el primero que permitió reve 


lar los secretos de la estructura celular y todavía hoy conti- 
núa siendo un instrumento muy valioso en biología celular. 


ШЕЙ Microscopia óptica 


Para el examen microscópico de los microorganismos 
se puede utilizar el microscopio óptico о el microscopio 
electrónico. En general, el microscopio óptico se usa para 
observar células intactas, mientras que los microscopios 
electrónicos se usan para observar estructuras internas o 
detalles de las superficies celulares, 

Todos los microscopios utilizan lentes para aumentar la 
imagen de una célula de modo que se puedan observar sus 
detalles estructurales. Además del aumento, es importan- 
te la resolución, propiedad que permite observar dos puntos 
adyacentes como puntos separados. Aunque el aumento ве 
puede incrementar prácticamente sin límite, no ocurre lo 
mismo con la resolución, que está limitada por las propie- 
dades físicas de la luz, Por tanto, es la resolución y no el 
aumento lo que en último término marca los límites de lo 
que podemos ver en un microscopio. Iniciamos esta pre- 
sentación con el microscopio óptico, cuyos límites de reso- 
lución están en aproximadamente 0,2 jun [0,2 micrometros 
© 200 nanometros (nm)], y más adelante pasaremos a des- 
cribir el microscopio electrónico, que es capaz de incre- 
mentar los límites del poder de resolución del microscopio 
óptico en aproximadamente 1000 veces. 
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El microscopio óptico compuesto 

El microscopio óptico ha sido una herramienta básica para 
el desarrollo de la microbiología como ciencia y sigue 
siendo un instrumento muy útil en la investigación micro- 
biológica. Se utilizan en la actualidad varios tipos de mi- 
eroscopios ópticos: de campo claro, contraste de fases, campo 
оиго y fluorescencia. El microscopio de campo claro es el 
que generalmente se emplea en cursos básicos de biología 
y de microbiologías y se compone de dos series de lentes 
(lentes del objetivo y lentes del ocular) que funcionan con- 
juntamente para producir la imagen (Figura 4.1). Con este 
Бро de microscopio las muestras se visualizan gracias a las 
diferencias de contraste entre ellas y el medio que las rodea. 
Las diferencias de contraste se producen porque las células 
absorben o dispersan la luz en diferentes grados. Muchas 
células bacterianas son difíciles de observar bien con el 
microscopio de campo claro debido a su falta de contraste 
conet entorno. Los microorganismos pigmentados son una 
excepción, pues su color añade contraste y mejora la visua- 
lización de las células (Figura 42). 


Aumento y resolución 

El aumento total de un microscopio compuesto es el pro- 
ducto del aumento debido a la lente del objetivo por el 
aumento de la lente del ocular (Figura 4.10). Aumentos de 
1500 veces están cercanos al límite superior de lo que se 
puede conseguir con un microscopio óptico compuesto. 
Este límite viene impuesto por la propiedad de la resolu- 


ción de las lentes. El poder de resolución es una función de 
la longitud de onda de la luz utilizada y de una caracterís- 
tica propia de las lentes denominada apertura numérica (una 
medida de la capacidad de captación de la luz por la lente). 
En general, hay una correlación entre la capacidad de 
aumento de una lente y su apertura numérica: las lentes de 
mayor aumento poseen generalmente mayores aperturas 
numéricas (la apertura numérica de una lente se suele mar- 
car en ella al lado de su aumento). El diámetro del objeto 
más pequeño que se puede resolver es igual a 0,5 A/aper- 
tura numérica, donde А representa la longitud de onda de 
la luz usada. Por esta razón, la resolución aumenta cuando 
se usa luz azul para iluminar la muestra y la lente objetivo 
tiene una apertura numérica muy айа. 

Como se ha indicado, la máxima resolución alcanzable 
еп un microscopio Óptico compuesto es de unos 0,2 um. 

to significa que dos objetos que estén más próximos que 
са distancia no podrán verse como entidades distintas y 
separadas. La mayoría de los microscopios utilizados en 
microbiología poseen oculares que aumentan de 10 a 15 
veces y objetivos que aumentan de 10 a 100 veces (Figura 
146). Con aumentos de 1000 veces, los objetos de 0,2 um de 
diámetro pueden apreciarse con dificultad. Con los objeti 
vos de 100 aumentos, y con otros objetivos de apertura 
numérica muy elevada, se emplea aceite de inmersión para 
que no exista aire entre la preparación y el objetivo. Las len- 
tes con las que se usa aceite de inmersión se denominan 
objetivos de inmersión. Este tipo de aceite se utiliza porque 


Recorrido de la luz 
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100%, 400% visualizada 
1000 
| Ою del observador 
10% 
10%, 40%, 0 
100% (aceite) 
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тоосоо compuesto, Además del ocular de 10x existen осмата que proporcionan aumentos de 15 30 
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\стодгаав de microorganismos pigmentados obte- 
idas mediante microscopía de campo claro. (a) Un alga verde 
leucariota). (b) Una bacteria roja fototrota (procariota). Las cólulas del 
aiga tienen un diámetro de unos 15 кт y ol de las bacterias os apro- 
ximadamonte 5 um 


aumenta la capacidad de captación de luz por la lente, lo 
que facilita que los rayos que emergen de la muestra con 
gran ángulo (y que se perderían por no llegar a la lente obje- 
tivo de otro modo) sean captados y percibidos, 


Tinciones: incremento del contraste 
para microscopía de campo claro 
Una de las limitaciones ya señaladas de la microscopía de 
сатро claro es el escaso contraste. Se pueden utilizar colo- 
rantes para teñir las células y aumentar así su contraste faci- 
litando su observación. Los colorantes son compuestos 
orgánicos y cada tipo de colorante tiene afinidad por deter- 
minados componentes celulares. Muchos de los colorantes 
utilizados con frecuencia en microbiología están cargados 
positivamente (catiónicos) y se combinan fuertemente con 
constituyentes celulares cargados negativamente, como los 
ácidos nucleicos y los polisacáridos ácidos. Entre los colo- 
rantes catiónicos se pueden citar el azul de metileno, el cris- 
tal violeta y la safranina. Dado que las superficies celulares 
están, por lo general, cargadas negativamente, estos colo- 
rantes se combinan con estructuras de la superficie de las 
células y, por tanto, son excelentes colorantes de aplicación 
general, 

Las tinciones más simples se realizan sobre preparacio- 
nes previamente secadas (Figura 43). Sobre un porta con 
una suspensión de microorganismos previamente secada 


y fijada, se derrama una pequeña cantidad de una solución 
diluida del colorante y se mantiene el contacto durante uno 
о dos minutos; a continuación, se lava varias veces con agua 
y se seca. Este tipo de preparación suele observarse con un 
objetivo de inmersión (Figura 4.3). 

Las tinciones diferenciales son aquellas que no tien del 
mismo modo todos los tipos de células. Una tinción dife- 
rencial muy importante y ampliamente usada en bacterio- 
logía es la denominada tinción de Gram (Figura 4.44). 

diendo del resultado de esta tinción, las bacterias 
pueden dividirse en dos grandes grupos, Gram positivas 
y Gram negativas. Una vez terminada la tinción de Gram, 
las bacterias Gram positivas aparecen de color morado 
mientras que las Gram negativas presentan color rojo (Figu- 
ra 44b). Estas diferencias en la tinción de Gram se deben a 
diferencias en la estructura de la pared celular de las bac- 
terias Gram positivas y Gram negativas (como se verá más 
adelante en este mismo capítulo), de tal modo que el alco- 
hol es capaz de decolorar las células Gram negativas pero 
no las Gram positivas (Figura 4.4). La tinción de Gram es 
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Extensión de una fina capa 
де muestra sobre el porta. 
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Fijación por flameado del porta 


Se coloca una gota de aceite de Inmersión sobre 
el porta y se observa con el objetivo de 100x 


“Tinción de células para observación microscópica. 
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Tinción del кона, 
previamente fjado al 
calor, con cristal vioista. 
durante 1 minuto. 
Todas las células 

зе tiñen de color 
“azul-violeta 


Añadir la solución de 
lugol (ЛК) y dejar que 
actúe durante 3 minutos 


Todas las células siguen 
del mismo color 
“azul violeta 


Decolorar brevemente. 
соп alcohol (alrededor 
де 20 segundos) 


Las células Gram 
Positivas siguen de color 
azul-voleta mientras que 
las Gram negativas se 
decoloran 


Tinción de contrasta 
соп safanina durante 
1-2 minutos 


Las обаа 
Gram positivas (G) 

зе von azul-voleta 

y las Gram negativas (G) 
rosas o rojas 


uno de los procedimientos de tinción más útiles en los labo- 
ratorios de bacteriología. Para identificar una bacteria des- 
conocida es casi esencial determinar en primer lugar si es 
Стат positiva o Gram negativa. Si se dispone de un micros- 
copio de fluorescencia (cuyas características se presentan 
más adelante), la tinción de Gram puede reducirse a un pro- 
cedimiento de un solo paso que permite observar que uno 
y Otro tipo de células presentan fluorescencia con colores 
distintos (Figura 4.40), 


Microscopios de contraste de fases, 
campo oscuro y fluorescencia 
El microscopio de contraste de fases se desarrolló para 
mejorar las diferencias de contrate entre las células y el 
medio que las rodea, lo que permite su visualización sin 
necesidad de tinción (Figura 4.5). Este tipo de microscopía 
se basa en el hecho de que las células poseen un índice de 
refracción distinto al del medio y, por tanto, desvían los 
rayos de luz que las atraviesan. La luz que pasa a través de 
una muestra con índice de refracción diferente al del medio 
que la rodea sufre un cierto retrardo. Este efecto es ampli- 
ficado por un anillo especial que posee el objetivo de los 
microscopios de contraste de fases, lo que da lugar a la for- 
mación de una imagen oscura sobre un fondo brillante 
(Figura 4.50). Este tipo de microscopio se usa habitualmente 
en investigación porque permite la observación en mon 
tajes húmedos, donde la muestra permanece viable. Las 
iones, aunque se usan de forma generalizada en micros- 
copia óptica, producen generalmente la muerte de las célu- 
las y pueden distorsionar sus estructuras, 

El microscopio de campo oscuro es un tipo de micro 
copio óptico en el que el sistema de iluminación se presen- 
ta modificado de tal modo que la luz incide sobre la 
muestra sólo desde los lados. La única luz que es capaz de 
entrar en el objetivo es la que es dispersada por la muestra 
у, por tanto, los microorganismos se observan brillantes 
sobre un fondo oscuro (Figura 4.5c). La resolución de los 
microscopios de campo oscuro es bastante alta y pueden 
observarse en ellos objetos difícilmente percibidos por 
microcopía de campo claro o de contraste de fases. 
microscopía de campo oscuro también es un método exce- 
lente para observar la movilidad en los microorganismos, 
ya que permite resolver los penachos de flagelos mediante 
esta técnica (Figura 4.400), 

El microscopio de fluorescencia se utiliza para visuali- 
zar muestras capaces de emitir fluorescencia; es decir, capa 
ces de emitir una determinada longitud de onda cuando 
previamente ha incidido sobre ellas una luz de menor lon- 


ШЕШ] ооо ae Gram. (9) Pasos on a tinción de Gram 
(0) Micrografia de bacterias Gram positivas (moradas) y Gram 
negativas fosas) que se coesponden con Staphylococcus aureus y 
Escherichia cok, respectivamente. (c) Micrograla де células de Раво. 
comenasseruprosa (Gram negativa. verde) у de Васйиз cereus (Gram 
positiva, naranja) tefidas por el método fluorescente de un 
solo paso LIVE Bac Light ™. Este método permite la diferenciación 
Че células Gram positivas y Gram negativas mediante una tinción 


Micrografías de un mismo campo de observación con células de la levadura de panadería Saccharomyces сопи tomadas 
mediante distintos tipos de microscopios ópticos. a) Campo claro. (o) Contraste de fases. (с) Campo oscuro. Las células presentan un diámetro. 
Че entre 8-10 pm. 


gitud de onda (Figura 4.6). La fluoresce 
da a que deter 


perior de aumento de un mien 


cia puede serdebi- Z ¿Cuáles el limite sı 
adas células posean sustancias fluores- óptico? 
ntes naturales como la clorofila u otros componentes 


copio 


fluorescentes (autofluoresencia) (véase Figura 4:64, b) о por — ” ты дайы айыы 
haber sido previamente tratadas con un colorante fluores 

cente (Figuras 4.4 y 4.6c). La microscopía de fluorescencia — Y ¿Qué color presenta una bacteria Gram negativa tras la tin. 
se usa habitualmente en diagnósticos microbiológicos así ción de Gram por el método tradicional? 


сото en ecología microbian 


(oñanse Capítulos 19, 20 y 24). 


Imagen tridimensional: 
microscopía de contraste 

de interferencia, fuerza atómica 
y confocal 


Y_4.1 Revisión de conceptos 


Los microscopios son esenciales en los estudios microbiológi 
cos. Existen varios tipos de microscopios ópticos, сото los de 
y fluc 


campo claro, contraste de fases, fondo oscus 


de las li 
que her 


En la microscopía de campo claro se requier taciones de los tipos de microscopía óptica 


ов considerado es que las imágenes que se obtienen 
son esencialmente bidimensionales. Sin embargo, esta li 
Defina el término resolución. tación puede ser superada. En la sección siguiente veremos 


aumentar el contraste, 


а 3 е 


Micrografias de varios organismos en el microscopio de fuorecencia (а, Б) Clanobactenas, En (а) las células se observan por 

= microsocopto de campo claro y en (b) las mismas células se visualizan mediante fluorescencia después de haber sido excitadas con luz de 
546 nm. El color rojo se debe a la autofluorescencia de la clorofila y otros pigmentos. (с) Células dê а bacteria flamentosa Leucothrix mucor te 
дав con el colorante fluorescente naranja de acridina, que emite fuorescencia verde. Las células tienen З jun de diámetro y los flamentos pue- 
деп alcanzar longitudes superiores a los 100 um. 


que el microscopio electrónico de barrido ofrece una solu- 
ción a este problema, pero ahora consideraremos algunas 
formas de microscopía óptica que también pueden hacerlo. 


Microscopía de contraste de interferencia 
diferencial 

La microscopía de contraste de interferencia diferencial 
(DIC, de Differential Interfe ontrast) es una forma de 
microscopía óptica que emplea una fuente de luz polariz 
da. Esta luz polarizada pasa a través de un prisma que 
genera dos haces diferentes de luz, los cuales atraviesan la 
muestra y entran en la lente del objetivo. Aquí los dos rayos 
de luz se combin lebido a pequeñas diferencias en el 
indice de refracción de las sustancias que cada rayo ha atra 
vesado, los dos rayos combinados no están en la misma 
fase, lo que crea como resultado un efecto de interferen 
Este efecto intensifica diferencias muy sutiles de la estruc 
tura celular y así, mediante este tipo de microscopía, obje- 
tos como el núcleo de las células eucarióticas (Figura 470), 
las esporas, las vacuolas, ciertos gránulos y otras estructu 
тав similares adquieren una apariencia tridimensional. La 
microscopía de contraste de interferencia es particular- 
mente útil para la observación de células no teñidas, por 
su capacidad para generar imágenes que ponen de mani- 
fiesto estructuras celulares internas que no son fácilmente 
aparentes (o que incluso resultan por completo invisibles) 
cuando se utiliza lo de fondo claro (compáre- 
sela Figura 450 y b con la Figura 474) 


Microscopía de fuerza atómica 

Otra forma de microscopía que resulta muy útil para pro- 
ducir imágenes tridimensionales de estructuras biológicas 
ts la que utiliza el microscopio de fuerza atómica (AFM, de 
Alomic Force Microscope). En la microscopía de fuerza 
míca se sitúa una fina aguja como sonda muy próxima. 
muestra que se va analizar, de tal modo que se establece 
fuerzas atómicas débiles de repulsión entre la sonda y 
muestra. Cuando la muestra se recorre tanto en dirección 
vertical como horizontal la sonda reproduce los valles y las 
golinas de la muestra, registrando constantemente las inter 
acciones con la superficie. Estas señales se registran en una 
erie de detectores que generan información digital а una 
«computadora, la cual reproduce la imagen (Figura 4.7). 
Aunque las imágenes que se obtienen con un microscopio 
Че fuerza atómica son similares a las derivadas de un 
microscopio electrónico de barrido (compárese la Figura 
А7Ё соп la Figura 4.10b), la microscopía de fuerza atómica 
iene la gran ventaja de que la preparación de la muestra es 
la misma que para la microscopía de fondo claro (es decir, 
По requiere ni fijación ni inclusión). Además permite la 
"observación de muestras vivas e hidratadas, algo que en 
general no es posible con los microscopios electrónicos. 


Microscopía confocal 

La microscopía confocal de barrido con láser (CSLM, de 

Саваи Scanning Laser Microscopy) se basa en un micros- 

soplo computerizado que acopla una fuente de luz láser a 
microscopio óptico. Esta técnica permite producir imá- 


digitales tridimensionales de microorganismos y 
diras muestras biológicas (Figura 48). En la microscopía 


С] 


Роша 4.7 Шта 
сора de contraste de interferencia diferencial y (b) microscopía de tuer: 

za atómica. Las células de levadura өп (a) tienen unos 8 um де 
"ате. Puede distinguirse claramente el nûcleo (compáreso esta f- 

gura con la Figura 4.54). Las bacterias que se presentan өп (> tienen 
una longitud de 2.2 ит y proceden de un biofim natural que se des- 

anotó sobre un porta inmerso en el agua del comedero de un perro. 
durante 24 horas. El porta se secó antes de la observación por el mi- 

стозсоро de fuerza atómica 


confocal, un rayo láser se refleja en un espejo que lo dirige 
a un sistema de barrido у luego a un sistema de precisión 
que ajusta el plano de foco del rayo a una determinada capa 
vertical dentro de la muestra. Mediante la iluminación con- 

creta de un solo plano de la muestra, la intensidad de ilu- 
minación disminuye rápidamente por encima y por debajo 
de ese plano, y en consecuencia la luz perdida en los otros 
planos es mínima. De este modo, en una muestra relativa- 
mente gruesa, como por ejemplo en un biofilm microbiano 
(Figura 4.8), no sólo se observarán las células de la super- 
ficie del biofilm, como ocurriría en el caso de la microsco- 
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le de interferencia (DIC) y la micros 
copia confocal (CSLM) son formas de microscopía óptica que 
permiten visualizar las imágenes en tres dimensiones mucho 
mejor que las otras opciones de microscopía Opti 
confocal permite disponer de imágenes obtenidas a través de 
muestras gruesas. La microscopía de fuerza atómica produce 
una imagen tridimensional detallada de muestras vivas, 


La microscopía de contra 


¿Por qué es más fácil observar la estructura de las células 
tucarióticas mediante microscopía de contraste diferencial? 
¿Cómo es capaz la microscopía confocal de producir ій. 
genes de distintas capas de una preparación gruesa? 


КЕЙ Microscopia electrónica 


Los 


icroscopios electrónicos se usan habitualmente рага 
el estudio detallado de estructuras celulares, Para el estudio 
las estructuras internas es esencial el microscopio elec- 
trónico de transmisión (MET) (TEM, de Transmission Elec 
tron Microscope). En el ТЕМ se utilizan electrones en lugar 
de rayos de luz, y las lentes son electromagnéticas, ope- 
rándose en todo momento a alto vacío (Figura 4.9). El poder 
de resolución del microscopio electrónico es mucho mayor 
que el del microscopio óptico, pudiéndose observar inclu: 
so estructuras moleculares como proteínas y ácidos nucle 
cos (véase Figura 2.40), Sin embargo, los haces de electrones 
tienen escaso poder de penetración e incluso una célula 
aislada es demasiado gruesa para poder visualizarse direc- 
С] tamente. Por este motivo se emplean técnicas especiales 


Microscopía confocal por laser (a) Se muestra la «па. 
gen сотос de una comunidad microbiana mixta de un biofim cut 
vado on ol laboratorio. Las células bacilaes verdes son Pseudomonas 
aeruginosa. Otras cêlulas de diferentes colores se presentan a dite- 
rentes profundidades dentro del Боп. (b) Mierografía confocal de 
una cianobacteria ilamentosa creciendo en un lago bicarbonatado, 


pía óptica convencional, sino también las células de las 
diversas capas ajustando el plano de foco del rayo láser 

En la microscopía confocal se suelen teñir las prepara- 
ciones celulares con colorantes fluorescentes para hacerlas 
más fácilmente visibles (Figura 4.8a). Por otra parte, tam 
bién se pueden crear falsos colores ajustando de tal modo 
el microscopio que las diferentes capas se nos presenten en 
colores diferentes, El microscopio confocal con láser está 
equipado con programas de computadora que reunen las 
imágenes digitales obtenidas y permiten su posterior pro- 
cesamiento. En concreto, las imágenes obtenidas de las dife- 
rentes capas se pueden almacenar y luego superponer 
digitalmente para reconstruir la imagen tridimensional de 
la muestra completa (Figura 4.80). La microscopía confocal 
tiene un uso muy extendido en ecología microbiana, espe- 
cialmente en la identificación de las poblaciones celulares 
filogenéticamente distintas que están presentes еп un hábi- 
tat determinado (véase por ejemplo la Figura 18.115), pero 
su utilidad se extiende a cualquier situación que requiera 
examinar en profundidad muestras de relativo espesor en 
cuanto a su contenido microbiano. 


| Microgratias electrónicas de 
bacterias tomadas соп (a) microscopio electro- 
co de transmisión y (0) microscopio electrón 
со de barrido. (a) Corte fino de una bacteria 
Gram positiva tipica, Bacillus sube. La célula 
acaba de dividirse y dos estructuras membra- 
ın өп oi tabique. Obsérvese la re- 
sentral, que corresponde al DNA о 
nuclovido. La cêlula tiene un diâmetro aproxi 
табо de 0,8 ыт. (b) Células де la bacteria foto- 
trola Rhodospiritum sodomense. La anchura de 
сада cólula individual өз de unos 0,75 pm. t 


para la obtención de cortes ultrafinos a fin de poder visuali- 
zar las muestras. Una célula bacteriana, por ejemplo, se 
сопа con una cuchilla especial en varios cortes ultraf 
(de 20-60 nm de espesor) que son posteriormente visuali- 
zados de manera individual en el microscopio electrónico 
(vénse Figura 4.104). Para obtener suficiente contraste, las 
preparaciones se tiñen previamente mediante tratamiento 
соп compuestos como el ácido ósmico, perma o, sales 
de uranio о de lantano, o plomo. Como estas sustancias 
poseen átomos ре aces de desviar las elec 
rones y aumentar el contraste (véase Figura 4.104). 


sados, son 


Microscopía electrónica de barrido 

¡Cuando en una muestra sólo se pretende estudiar las estruc 

firas externas de un organismo no son necesarios los cor 
fes ultrafinos, pudiéndose realizar la observación de las 
células intactas o de los componentes celulares de modo 
directo por MET tras una técnica denominada tinción nega- 

оа (véase, por ejemplo, Figura 4.39). Por otra parte, se 
puede utilizar el microscopio electrónico de barrido (MEB) 
(SEM, de Scanning Electron Microscope) (Figuras 4.9 y 4100) 
La muestra a estudiar mediante este instrumento, primero 
же recubre con una бла сара de un metal pesado, como el 
о, El haz de electrones del MEB barre la superficie de la 
Muestra y los electrones desviados por la capa de metal son 
recogidos y proyectados sobre una pantalla para producir 
tina imagen (Figura 4.100). En el MEB se pueden observar 
muestras de cierto tamaño y la profundidad de campo es 
excelente. Además, permite obtener un amplio rango de 
'lumentos, desde 15 hasta 100.000 veces, pero sólo se puede 
verla superficie de los objetos. Todos los microscopios elec- 

Hrónicos incorporan cámaras que permiten fotografiar las 


muestras, Este tipo de fotografías se denominan microgra 
fias electrónicas. 


/_4.3 Revisión de conceptos 


Los microscopios 


«ctrónicos tienen mucho mayor poder de 
roscopios ópticos, con límites de resolu- 
de 02 nm. Existen dos tipos princip 


que los mi 
rededo 


microscopia electróni 


s de 
a: la de transmisión, que permite obs: 

ista el nivel molecular, y la 
mágenes tridimensionales y per 
amen de las superficies celulares. 


var estructuras celulares int 
de barrido, que proporcion 
mite ele 


/ ¿Qué es una micrografia electrónica? 
4. Considerando que los microscopios electrónicos requieren 
la fijación química previa de las muestras y que funcionan 


en condiciones de alto v 
Че los microscopios electrónicos respecto a 
ópticos. 


do, cite 


as principales desventajas 


los microscopios 


¿Qué tipo de microscopio electrónico usaría para observar 
el nuclevide bacteriano? 


Morfología celular 
y la importancia de ser pequeño 


En biología, el término morfología hace referencia a la forma 
de un organismo. Entre los procariotas se presentan varias 
morfologías y existen términos apropiados para describir- 
las. Presentaremos estas formas y estos términos, y consi- 
deraremos luego algunas de las ventajas biológicas que se 
presentan en las células de tamaño pequeño, 
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Bacilo 


Esproqueta 


Hila 
тыю 


Fllamentos 


Formas celulares representativas de diferentes mor- 
fologías en procariotas. Al lado de cada dibujo se muestra un ejemplo 
Че cada morfología. Los organismos son el coco Thiocapsa позво 
persicina (diámetro = 1,5 um), el bacilo Desulloromanas acetoxidans 
(diámetro= 1 шт), el espirilo Rhodospirillum rubrum (diámetro 
la espiroqueta Spirochaeta stenostrepta (diámetro = 0,25 мл). el ог 
ganismo gemante у соп apéndices Ahodomicrobium изллией (ате 
to = 1,2 um) у la bacteria filamentosa Chioroflexus aurantiacus 
(diámetro = 0,8 um) 


Principales tipos morfológicos 

En la Figura 4.11, se muestran algunas гер; 
esquemáticas de morfologías bacterianas típicas junto con 
micrografías obtenidas por contraste de fases, A las bacte- 
rias con forma esférica u ovoide se les denomina cocos. A 
las bacterias con forma cilíndrica se les denomina bacilos. 
Algunos bacilos se curvan en forma espiral, y se llaman 
entonces espirilos. Las cólulas de muchos procariotas se 
mantienen juntas después de la división celular formando 
grupos, y estas asociaciones frecuentemente son caracte- 
rísticas de diferentes organismos. Por ejemplo, algunos 
cocos о bacilos pueden formar largas cadenas. En otras оса 
siones, los cocos pueden formar finas capas de células, 
estructuras tridimensionales cúbicas o agrupaciones irre- 
gulares. 

Varios grupos de bacterias pueden ser inmediatamente 
reconocidas gracias а sus formas peculiares, Por ejemplo, las 
espiroquetas, que son bacterias con forma de sacacorchos, 
las bacterias con apéndices, que presentan protuberancias 
celulares en forma de largos tubos о tallos, o las bacterias 
filamentosas, que forman células largas y d 
nas de células (Figura 4.11). La Figura 4.11 muestra morfo- 
logías que son representativas, pero son posibles muchas 
variaciones de estos tipos т 


»ntaciones 


Tamaño de las células microbianas 

y la importancia de ser pequeño 

Los procariotas presentan tamaños que van desde 0,1-0,2 
jam de ancho a más de 50 jm de diámetro. Algunos proca 
riotas excepcionalmente grandes, como Epulopiscium fishel- 
soni (Figura 4.12) simbionte del pez cirujano, pueden 
alcanzar 50 ит de diámetro y llegar a los 0,5 mm de largo. 


Micrugralia por microscopia de campo oscuro 
procarota gigante, Epulopiscium fishelsoni, simbionte del pez ciuja- 
no. Еме bacilo mide unos 600 mm (0,6 mm) de largo y se muestra 
Junto а cuatro сёдаз del protozoo Paramecium (eucariota), cada una 
бе ias cuales mide 150 ит de longitud. E fishelsoni es una bacteria 
flogenéticamente relacionada con especies del género Clostndum 
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Sin embargo, las dimensiones de un eucariota de tipo 
medio, como la bacteria Escherichia coli, son de 1 X 3 pm 
(Figura 4.13). A efectos comparativos, una célula eucarióti- 
tipica puede variar de 2 a más de 200 ¡um de diámetro. 
Por tanto, la mayoría de los procariotas son mucho más 
pequeños que los eucariotas y el tamaño pequeño de los 
procariotas determina algunas de sus propiedades bioló- 
picas. Por ejemplo, la velocidad con la que los nutrientes 
entran al interior de la célula y salen al exterior de la misma 
las sustancias de desecho, lo que constituye un factor clave 

jue influye en los ritmos metabólicos celulares y en la 
velocidad de crecimiento, es, en general, inversamente pro- 
porcional al tamaño celular, Este hecho se debe a que las 
velocidades de transporte son, en parte, dependientes de 
la superficie de membrana disponible respecto al volumen. Con 
relación a su tamaño, las células pequeñas tienen más 
superficie relativa disponible que las grandes. Esto se hace 
más patente en el caso de los cuerpos esféricos, en los que 
el volumen es una función del cubo del radio (У = $ тт?) 
mientras que la superficie es función del cuadrado del radio 
(6 = rr’). La relación superficie /volumen (S/V) de una 
esfera puede ser expresada como 3/r (Figura 4.14). Por 
tanto, una célula con un radio pequeño posee una relación 
S/V mayor que una grande, y de ahí que pueda llevar a cabo 
un intercambio de nutrientes con el medio en condiciones 
mûs ventajosas, 


Oseillatoria (una cianobacteria) 
850 pm. 


02512 pm 
o 


Tamaños comparativos de distintos procariotas. En 
mayor parte de los procariotas conocidos el diámetro de las cêlu- 
las varia de 0,5 a 2 ьт 


Area de la superficie (4ш?) = 12,6 um? 
Volumen ($a) = 42 ит? 


Superficie 
Volumen 


Area de la superficie = 503 ит? 
Volumen = 33,5 pm? 


Superficie 
Volumen 


=15 


Relación entre el área superficial y el volumen celular 
El aumento del tamaño celular implica una disminución de la relación 
superficiavolumen. 


Esta relación diferencial S/V es una ventaja para las 
células pequeñas, que a igualdad de recursos se manifies- 
ta en velocidades de crecimiento más rápidas y en la for- 
mación de poblaciones celulares más grandes respecto а las 
células de mayor tamaño. Los parámetros mencionados, 
tasas de crecimiento más rápidas y mayores tamaños de 
población, afectan a su vez а la ecología microbiana pues un 
gran número de cólulas con elevada actividad metabólica 
origina cambios importantes en un ecosistema, incluso en 
periodos de tiempo relativamente cortos. Estos aspectos se 
tratarán con más detalle еп los Capítulos 18, 19, 21 y 26-29, 
cuando consideremos los microorganismos en sus hábitat 
naturales. 

Algunos microbiélogos han sugerido que en la natura- 
leza existen bacterias extremadamente pequeñas, que se cono- 
сеп сото nanobacterias, La mayor parte de los trabajos sobre 
nanobacterias están relacionados соп su supuesto papel en 
la formación de precipitados y biofilms (véase Sección 19.3) 
еп ambientes tan diversos como las superficies minerales y 
los tejidos humanos. El tamaño de estas posibles bacterias 
ез del orden de 0,1 um de diámetro en el caso de formas 
cocoides, es decir, muy pequeñas incluso para los proca- 
rióticos estándar. Quienes se oponen a la existencia de nano- 
bacterias suponen que son simples artefactos originados 
a partir de materiales inertes por reacciones químicas о 
geoquímicas y que incluso las bacterias más pequeñas cono- 
cidas son significativamente mayores que las nanobacte- 
rias descritas. Los oponentes también indican que, teniendo 
еп cuenta el espacio requerido para acumular todas las 
moléculas esenciales de la vida, resulta muy improbable 
que éstas puedan existir en los volúmenes disponibles por 
estas formas. La cuestión de las nanobacterias es tema de 
controversia, pero si realmente tales células tan diminutas 
existieran serían las estructuras vivas más pequeñas co- 
nocidas. 


Ра 
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Y 4,4 Revisión de conceptos 


Los procariotas son normalmente de menor tamaño que los 
eucariotas y presentan una amplía variedad de morfologías. El 
tamaño pequeño de los procariotas influencia su fisiología, su 
velocidad de crecimiento y su ecología, 


Y Cite tres tipos morfológicos de procariotas. 


/ ¿Qué propiedad fisica aumenta en las células a medida que 
son mûs pequeñas? 


II MEMBRANAS Y PAREDES 
CELULARES 


ın trataremos de dos estructuras celulares muy 
la membrana celular y la pared celular, Cada 
una de ellas lleva a cabo funciones vitales bien definidas 
como el transporte de nutrientes (membrana) o la protec 
ción frente a la lisis osmótica (pared). 


Estructura de la membrana 
citoplasmática AA 


La membrana citoplasmática es una estructura fina que 
rodea completamente la célula. Es una estructura vital de 
tan sôlo unos $ nm de espesor que constituye la barrera que 
separa el interior de la células (el citoplasma) del exterior. 
Si se rompe la membrana, se destruye la integridad de la 
célula, liberándose al medio los componentes que la inte- 
gran y produciéndose la muerte celular. La membrana cito- 
plasmática actúa también como una barrera muy selectiva, 
permitiendo que en el interior de la célula se concentren 
determinados metabolitos y se excreten las sustancias de 
desecho. 


Composición química de las membranas 
La estructura general de la mayoría de las membranas bio- 
lógicas es una bicapa lipídica (Figura 4.15). Como se ha 
comentado en la Sección 3.4, los fosfolípidos poseen tanto 
regiones altamente hidrofóbicas (ácidos grasos) como regio- 
nes relativamente hidrofílicas glicerol), y pueden presen- 
tarse en múltiples formas químicas distintas debido a la 
variación en la composición de ácidos grasos y de los com- 
puestos fosforilados que se unen al esqueleto de glicerol. 
Cuando los fosfolípidos se agregan en soluciones acuosas 
tienden a formar bicapas de manera espontánea; los ácidos 
grasos se orientan hacia el interior, manteniéndose en un 
ambiente hidrofóbico, mientras que las porciones hidrofí- 
licas son las expuestas a la fase acuosa (Figura 4.15). La 
estructura de bicapa en las membranas representa proba- 
blemente la organización más estable que pueden alcanzar 
las moléculas lipídicas en un entorno acuoso. 

En el microscopio electrónico se pueden visualizar cor- 
les finos de la membrana citoplasmática y la Figura 4.164 
muestra un ejemplo representativo. En microscopía elec- 
trónica de alta resolución, las membranas se observan como. 
dos líneas claras separadas por una zona más oscura (Figu- 


Estructura de una bicapa lipidica. La membrana с. 
plasmática tene una anchura de В nm (ВО angstroms) 


ra 4160), Esta unidad de membrana, como se denomina, 
consta de una bicapa de fosfolípidos (irse Figura 3.7) en la 
que existen proteínas embebidas (Figura 4.17), Las princi- 
pales proteínas de membrana poseen una región altamen- 
te hidrofóbica que interacciona con las zonas apolares de 
los ácidos grasos, y atraviesan las membranas presentan- 
do regiones superficiales tanto en el exterior como en el 
interior de la célula (Figura 4.17). La estructura global de la 
membrana citoplasmática se estabiliza mediante puentes 
de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas, Además, algu- 
nos cationes como el Са? y el Mg” también contribuyen a 
la estabilización de la membrana a través de interacciones 
¡ónicas con los grupos polares de carga negativa presentes 
en los fosfolípidos. 


Otras características de la membrana 
citoplasmática 

La capa externa de la membrana citoplasmática se orienta 
hacia el exterior y, en algunas bacterias, contacta соп una 
variedad de proteínas implicadas en la unión de sustratos 
y el procesamiento de grandes moléculas рага su transporte 
al interior celular (proteínas periplásmicas) (véanse los 
comentarios de las Secciones 4.7 y 4.9). La cara interna de 
la membrana citoplasmática se orienta hacía el citoplasma. 
е interacciona con proteínas involucradas en reacciones de 
obtención de energía y otras importantes funciones celula- 
тез. Algunas de las proteínas situadas en el periplasma (que 
es la región situada entre la membrana intema y la mem- 
brana externa de las bacterias Gram negativas, véase Sec 
ción 49) y algunas de las localizadas en la cara interna de 
la membrana se asocian firmemente a ésta, comportándo- 
se como proteinas unidas a membrana. Aunque en reali- 
dad no son proteínas integrales de membrana, estas 
proteínas interaccionan directamente con las Je la meme 
brana para llevar a cabo determinados procesos celulares, 
Se ha visto que algunas de estas proteínas periféricas de mem- 
brana, como se las denomina, son lipoproleínas y contienen 
una cola lipídica en el extremo aminoterminal que permi- 
te su anclaje a la membrana. 
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ШИГ етага спорната (a ссора olecvónica de os aplamientos de membranssTctcamélicas que derivan бо Ta тт. 
Erara coplasmátia өп ш bacteria Halornodospira alochieís. So obseran las dierentesbicapas ipidicas (unidades de membrana). Cada bica. 
Pa tiene una anchura de B nm. (5) Esquema amplacdo de а) mostrando una unidad de membrana, 


аг de que las representaciones esquemáticas de las grado. Por tanto, las 

tienen un aspecto rígido (Figuras 4.16 y 4.17), сото un mosaico fluido es 
ле fluida, — res соп ories 
lipidica, que pres 


anas pueden ser consideradas 
ав globula- 
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Grupos 
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ЕКЕ соот de a estructura de а membrana cioplasmátca; а super nera se orienta hacia al coplasma yla externa паса 
a ambiente. La matriz de la unidad de membrana está compuesta de fotolpidos, cuyos grupos hidrolóbicos están dirgidos hacia dentro mien 
‘fas los grupos hidroflicos se дөп hacia fuera y se asocian соп el agua. Las proteinas que están embetidas en la matriz Nenen propiedades 
Моеса en la región que atraviesa la bicapa pica. Las proteinas атсаз y ovas sustancias cargadas, сото los ones medicos, рое 
den unirse ala superficie Пейо са Aunque existen algunas diferencias quimicas, la estructura gional де а membrana os simlar tanto on Pro, 
сао como en eucariotas (no obstante, véase una excepción relativa al diseño de la bicapa en la Figura 4 200) 
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— Proteinas integrales de membrana. | 
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Agentes que refuerzan las membranas: 
esteroles y 

Una de las diferencias más significativas entre las mem- 
branas de procariotas y eucariotas es que las de estos últi- 
mos poseen esteroles (Figura 4.18a, b). Los esteroles están 
ausentes de las membranas de casi todos los procariotas 
(las bacterias metanotrofas y los micoplasmas son las excep- 
ciones más notables, fans Secciones 12.6 у 1221). Depen- 
diendo del tipo celular, los esteroles pueden s del 5 
al 25% del total de los lípidos de membrana de los euca- 
riotas. Los esteroles son moléculas rígidas y planas, mien- 
tras que los ácidos grasos son flexibles. La asociación de los 
esteroles con las membranas favorece su estabilización, pero 
las hace menos flexibles. 

Los hopanoides son sustancias similares a los esteroles 
que están presentes en muchas especies del dominio Bacte- 
"а y es posible que desempeñen un papel parecido al de 
los esteroles en las membranas de los eucariotas. El hopa- 
noide denominado diplopteno tiene 30 átomos de carbono y 
está ampliamente distribuido (Figura 4.18c). Hasta ahora 
no se han encontrado hopanoides en las especies del domi- 
nio Archaea, 


w 
he 7 
ңё-©-нс-ңс-ңус-сн 


сњ 
даў" 
Ci 
hz 
e 
dé 

ES 

© 
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sterol. Todos los esteroles contienen los mismos cuatro anillos mar- 
cados сото 1,2, 3 y 4. (o) Estructura del colesterol. (с) Estructura del 
hopanaide diplopteno, Nótese la semejanza estructural con el colesterol 
en lo que se refiere alos anilos 1, 2 y 3. Los esteroles se encuentran 
en la membrana de los eucariotas y las hopanoides en las membranas. 
Че algunos procariotas. 


Enlaces quimicos en lípidos. (a) El enlace éster se 
'Cuentra en los lípidos de Bacteria y Eucaría. (b) El enlace éter se 
Cuenta өп tos ipidos de Arquen. (c) isopreno, el precursor de las cadenas. 
laterales hicrolóbicas (А) de los Iipidos өп las Archaea. Por el contrario, 
о los ipidos de las bacterias y de eucariotas, Н son ácidos grasos, 


Membranas de Archaea 

Los lípidos presentes en Archaea son únicos desde el punto 
de vista químico. A diferencia de lo que sucede en Bacteria 
о Eukarya, donde los enlaces éster son los responsables de la 
unión entre el glicerol y los ácidos grasos (ойтѕе Figura 4.190. 
y Sección 34), los lípidos en Archaea poseen enlaces éter entre 
El glicerol y las cadenas laterales hidrofóbicas, Además, care- 
сеп de ácidos grasos y en su lugar tienen cadenas laterales 
compuestas de unidades repetitivas de isopreno, una molé 
сша hidrocarbonada de 5 átomos de carbono (Figura 4.19). 
Sin embargo, la estructura general de las membranas lipiti- 
cas de archaea se mantiene con superficies interna y exter- 
па hidrofílicas y con un interior hidrofóbico. 

Los diéteres y tetraéteres de glicerol (Figura 4.200, b) son 
los principales tipos de lípidos presentes en las Archaea, Las 
Cadenas laterales de fitano (compuesto por cuatro unidades 
ligadas de isopreno) en las moléculas de un tetraéter se unen 
covalentemente entre sí (Figura 4.208). Esto hace que se pro- 
duzca una monocapa en vez de una bicapa lipídica (Figura 
4200). Las monocapas lípídicas son bastante más estables y 
resistentes a la disgregación y, por tanto, no resulta extraño 
que este tipo de membrana sea la habitual entre las Archacu 
hipertermófilas, un tipo de procariotas que se desarrolla en 
ambientes соп. turas muy altas (véanse Secciones 6.10. 
y 135-13.10). Existen otras características que distinguen los 
dominios Bacteria y Archaea, pero la composición lipídica de 
las membranas es una de las características más distintivas 
Че cada uno de estos grupos filogenéticos. 


/_4.5 Revisión de conceptos 


La membrana citoplasmática es una barrera con alta permea- 
bilidad selectiva integrada por lípidos y proteínas que forman 
una bicapa donde las grupos polares se orientan hacia fuera y 
los grupos hidrofóbicos hacia el interior. Moléculas como los 
esteroles y los hopanoides pueden reforzar la estructura de las 
membranas, y existen proteínas integrales que atraviesan la 
membrana implicadas en procesos de transporte y otras fun- 
ciones. A diferencia de lo que ocurre en Bacteria y Eukarya, en 
Archaea existen lípidos que contienen enlace éter, y algunas es- 
pecies tienen membranas en monocapa en lugar de la bicapa 
habitual. 
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бу) Tetradter de glicerol 
Proteina de membrana — 
эе о э =. 


к) Bicapa lipidica 


HEREDIA 
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(д) Monocapa lipidica 


А Dibuje un esquema con la estructura básica de una bicapa 
lipidica 

2. ¿Por qué compuestos como los esteroles y hopanoides son 
tan eficientes en la estabilización de la membrana citoplas- 
mática? 


2 Compare el tipo de unión que existe entre el glicerol y la 
porción hidrofóbica en los lípidos de Bacteria y de Archaea. 


a 
citoplasmática 


> La membrana citoplasmática es algo más que una simple 
barrera que separa el interior y el exterior celular. Esta mem- 
brana lleva a cabo funciones celulares muy importantes. Por 
cuna parte funciona como una barrera de permeabilidad, evi- 
tando la pérdida pasiva de componentes del citoplasma y la 
Entrada indiscriminada de constituyentes (Figura 4.21). Ade- 
mås, la membrana es el lugar donde se asientan muchas 
proteínas, muchas de las cuales son enzimas o están impli- 
Cadas de una u otra manera en el transporte de sustancias 
hacia el interior y hacia el exterior de la célula. 

Engel Capítulo 5, aprenderemos que la membrana cito- 
plasmática también es el sitio donde se produce la energía 
enla célula. La membrana puede estar en una forma ener- 


Ema Principales ipidos de Archaea y estructura de las membranas en las Archasa, (a) Diéteros de giceral (0) Tetradtores de рсе. 
los casos la porción hidrocarbonada se une al giceroi por enlaces вію. En (a) la porción hidrocarbonada es апо (С) y өп (b) os ЫІ. 
ао (Cas). (c. d) Estructura de membrana presente en Archasa. (с) Bicapa lipidica. (d) Monocapa lipidica. 


éticamente «cargada», en la que existe una separación de 
los protones (H°) y de los iones hidroxilo (OH ) a través 
de su superficie (Figura 4.21). Esta separación de carga es 
una forma de energía, similar a la energía potencial pre- 
sente en una batería cargada. Este estado energético de la 
membrana, que se conoce como fuerza motriz de protones 
(РМР, en inglés proton-motive force), es el responsable del 
mantenimiento de muchas funciones celulares que requie- 
ren energía, tales como algunas formas de transporte, la 
movilidad y la biosíntesis de la «moneda energética» de la 
célula, es decir, el ATP (Figura 4.21). 


La membrana citoplasmática como barrera 
de 
El interior de la célula (el citoplasma) contiene una solu- 
ción en fase acuosa de sales, azúcares, aminoácidos, vita- 
minas, coenzimas y una gran variedad de otras sustancias 
solubles. Las características hidrofóbicas de la membrana le 
permiten funcionar como una barrera estricta. Aunque 
algunas pequeñas moléculas hidrofóbicas pueden pasar la 
membrana por difusión, las moléculas hidrofílicas y car- 
gadas no la atraviesan y deben ser transportadas de modo 
áfico. Incluso, una sustancia tan pequeña como el ion 
de hidrógeno (H') no es capaz de pasar la membrana cito- 
plasmática por difusión. Una molécula que atraviesa la 
membrana es el agua, que es lo suficientemente pequeña 
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Anclaje de proteinas — Lugar de situación de muchas 


Conservación de energía — Sitio de generación y uso de 
la fuerza motriz de protones. 


| ғооо 4.21 "соо tunciones de la membrana ctoplasmática 


como para pasar entre las moléculas de fosfolípidos. Sin 
embargo, el transporte del agua a través de la membrana 
puede acelerarse mediante proteínas de transporte llama- 
das aquaporinas, Estas proteínas, presentes en todos los orga- 
nismos, forman canales transmembranales que transportan 
especificamente el agua al interior y al exterior del cito- 
plasma. Por ejemplo, la aquaporina AqpZ de Escherichia coli 
es una proteína que по resulta esencial y cuya sintesis se 
induce en condiciones de baja presión osmótica. Parece pro- 
bable que AqpZ funcione como un exportador de agua más 
que como un importador, evitando que la célula sufra un 
choque hipo-osmótico. 

La permeabilidad relativa de una serie de sustancias con 
importancia biológica se muestra en la Tabla 4.1. Como 
puede verse, la mayoría de las sustancias no son capaces de 
entrar en la célula de modo pasivo, por lo que los procesos 
de transporte resultan esenciales para el funcionamiento celu- 
lar. Los datos de la Tabla 4.1 deberían considerarse tenien- 
doen cuenta que el flujo del agua en las células procarióticas 
puede ser facilitado por las aquaporinas y no se debe sola- 
mente a su difusión a través de la membrana. 


Necesidad de proteínas transportadoras 

Las proteínas de transporte hacen algo más que transpor- 
tar sustancias a través de la membrana: son capaces de acu- 
mular solutos dentro de la célula en contra de un gradiente 
de concentración. La necesidad de un transporte mediado 


TABLA 4.1 
Agua 100 

Glicerol ол 
Triptófano non 
Glucosa oon 

Jon cloruro (CI) ШЕЛ 
Лоп potasio (К?) 0,0000001 
Jon sodio (Na) 000000001 


* Escala relativa: permeabilidad en relación con la permeabilidad del agua a 
la que эу el 100%. La permestilidad de la membrana al agua punde 
vers afectada pue la acción dela aquaporins (мне enio), 


por transportadores en los microorganismos es fácil de 
entender, Si los solutos entraran en la célula únicamente 
por difusión, en las células nunca se alcanzaría la concen- 
tración intracelular necesaria para que las reacciones bio- 
químicas tengan lugar. Este proceso se debe a que tanto la 
velocidad de entrada como el nivel intracelular de los solu- 
tos difusibles es proporcional a su concentración externa 
Figura 4.22). Sin embargo, a menudo la concentración de 
nutrientes en condiciones naturales es muy baja. Por tanto, 
la célula debe poseer mecanismos para acumular nutrien 
tes a concentraciones superiores a las encontradas en la 
naturaleza y ésta es precisamente la función de los trans- 
portadores. Además, a diferencia del transporte por difu- 
sión simple, el transporte mediado por transportadores 
muestra un efecto de saturación: si la concentración de sus- 
trato es lo suficientemente alta como para saturar el trans- 
portador disponible, lo que ocurre a menudo incluso а 
concentraciones relativamente bajas de sustrato, la veloci 
dad de transporte es máxima y la adición de más sustrato. 
по puede aumentar la velocidad (Figura 4.22). 

Una característica importante del transporte mediado 
por transportadores es la naturaleza allamente específica de 


Velocidad de entrada del soluto 


"Concentración externa de soluto 


GEE тусп entre ia velocidad de captación y la con 
ceniracién externa en procesos de difusión y transporte. Nótese que 
еп el proceso en el que interviene un transportador la captación al- 
салга saturación а concentraciones externas relativamente bajas. 


ее proceso. Muchas proteínas transportadoras reaccionan 
solamente con un tipo único de molécula, mientras que 
otras muestran distintas afinidades para una clase química 
determinada de moléculas. Por ejemplo, hay transporta- 
dores que transportan azúcares о aminoácidos relaciona- 
dos. Esta economía funcional reduce la necesidad de 
proteínas de transporte diferentes para cada aminoácido o 
azúcar que la célula necesita transportar. Además, la célu- 
la regula la síntesis de proteínas de transporte de tal modo 
que el equipamiento específico de transportadores presen- 
tes en la membrana está en función de los nutrientes que 
están en el medio y de su concentración. Esto último es 
importante porque a veces el transportador para un deter- 
minado nutriente es de un tipo cuando éste está presente a 
tuna concentración elevada, y de otro tipo de mayor afini- 
dad cuando está a una concentación más baja. 


/_ 4.6 Revisión de conceptos 


La función principal de la membrana citoplasmática es la de 
actuar como barrera de permeabilidad para evitar la pérdida de 
metabolitos del citoplasma al medio externo, La permeabilidad 
selectiva también evita la difusión de muchos solutos. Para la 
acumulación de sustancias en contra de un gradiente de con- 
centración se emplean mecanismos de transporte específico. 


4 Además de la permeabilidad, ¿qué otras funciones lleva a 
cabo la membrana citoplasmática? 

Y Señale dos razones por las que una célula no puede depender 
sólo de la difusión para incorporar nutrientes dentro de ella. 

Y ¡Por qué el daño físico a la membrana es un problema más 
importante que el daño en otros componentes celulares? 


Б з: de transporte 
سے ع ا‎ 


Como se ha señalado, el transporte de nutrientes y la expul- 
sión de sustancias de desecho son procesos clave en la vida 
dêla célula, En los procariotas se han desarrollado diversos 
sistemas de transporte, cada uno con características pecu- 
lares únicas, Expondremos aquí las principales clases de 


Existen al menos tres clases de sistemas de transporte, aque- 
llos que implican solamente una proteína transmembranal, 
aquellos que comprenden una proteína transmembranal 
mås un componente periplásmico de unión y, finalmente, 
aquellos que, como el sistema fosfotransferasa, implican 
una serie de proteínas que cooperan en el proceso del trans- 

rte (Figura 4.23). Todos estos sistemas requieren energía, 


jen sea en farma de fuerza motriz de protones, de ATP, о 
Че algún otro compuesto de alta energía. 

Las proteinas transmembranales de prácticamente todos 
lossistemas de transporte bacterianos presentan una homo- 
Jogía significativa en su estructura primaria y secundaria, 
loque refleja sus raíces evolutivas comunes. Desde el punto 
de vista estructural, estos transportadores presentan a 


PAD, 


Las ves clases de sistemas de transporto de mom- 
rana. Nótese que el transporte simple у el sistema АВС transportan. 
sustancias sin modificarias químicamente, mientras que la transloca- 
ción de grupo ocasiona la modificación química (lontorilación) de la 
sustancia transportada. 


menudo 12 hélices de tipo alfa (véase Sección 3.7) que se 
pliegan hacia atrás y hacia delante а través de la membra- 
па formando un canal que permite el transporte de una sus 
tancia al interior de la célula (Figura 4.24). El transporte se 
lleva a cabo por un cambio conformacional de la proteína 
tras la unión del sustrato específico, haciendo que el com- 
puesto pase a través de la membrana. 


Estructura de los transportadores transmembranales. 
y пров de procesos de transporte. En los procariotas, los transporta- 
dores transmembranales contienen por lo general 12 moláculas pro- 
sicas alineadas en circulo formando un canal а través de la membrana. 
Aqui se presentan 3 transportadores individuales que muestran sólo 4 
де las 12 proteínas, y cada uno de los cuales lleva a cabo un tipo di- 
ferente de transporte. En los casos de transporte de tipo antiporte y 
úsimporte, la molécula co transportada se indica en amarillo. 
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Las diferentes tipos de mecanismos de transporte que 
pueden ocurrir se resumen en la Tabla 4.24. Los sistemas 
uniporladores son proteínas que transportan una molécula 
еп un solo sentido a través de la membrana. Los simporta- 
dores son proteínas que transportan una sustancia junto con 
otra, frecuentemente un protón (Н), Los antiportadores 
incluyen proteínas que transportan una sustancia en un 
sentido mientras que simultáneamente transportan otra en 
sentido opuesto (Figura 4.24). 


Las permeasas Lac: ejemplo de transportador 
simple 

La bacteria Escherichia coli puede crecer utilizando el disa- 
cárido lactosa. Las células de E. сой incorporan la lactosa 
mediante un simportador llamado permeasa Lac. La per- 
measa Lac es un ejemplo típico de un simportador porque 
loma una molécula de lactosa junto con un protón. Esto se 
indica en la Figura 425, donde se compara la actividad de 
la permeasa con otros transportadores simples de tipo uni- 
portador y antiportador. Por cada molécula de lactosa que 
se transporta al interior mediante la permeasa Lac, la ener- 
gia de la fuerza motriz de protones disminuye debido al 
flujo de protones al interior celular. No obstante, la fuerza 
motriz de protones se restablece continuamente en la célu- 


GEME Forcon de а pormeasa Lac de Escherichia сой lan 
importados y de otros transportadores simples bien caracterizados. 
Aunque las proteinas transmembranales se representan aquí de forma. 
globular рог simplicidad, su estructura es realmente la indicada en la 
Figura 424, 


la gracias a las reacciones que suministran energía y que 
describiremos en capítulos siguientes (véanse Capítulos 5 y 
17). El resultado final de la acción de un transportador sim- 
ple como la permeasa Lac es la acumulación de un soluto, 
en este caso lactosa, hasta concentraciones lo suficiente- 
mente altas como para que su metabolismo proporcione a 
su vez energía a la célula. 


Translocación de grupo 

La translocación de grupo es un tipo de transporte en el 
que la sustancia transportada resulta químicamente modifi- 
cada durante su paso a través de la membrana, Los casos 
mejor estudiados de este tipo de transporte son los que se 
refieren al transporte de los azúcares glucosa, manosa y 
fructosa, que son fosforilados durante el proceso de trans- 
porte por el sistema de la fosfotransferasa. 

En Escherichia coli, el sistema de la fosfotransferasa está 
formado por una familia de proteínas, de las que al menos 
cuatro son necesarias para llevar а cabo el transporte de 
un azúcar determinado. Antes de que el azúcar se trans- 
porte al interior celular, las proteínas mismas del siste- 
ma fosfotransferasa se fosforilan y defosforilan a modo de 
cascada hasta que la proteína transmembranal denomi- 
nada Enzima Il, recibe el grupo fosfato y fosforila el ал 
car transportado (Figura 4.26). Una proteína pequeña 
llamada HPr, la enzima que la fosforila (Enzima 1), y la 
Enzima Il, son proteínas citoplásmicas, mientras que la 
Enzima Ily está situada en la superficie interna de la mem- 
brana y la Enzima П, es una proteína integral de la mem- 
brana (Figura 4.26). Tanto HPr como la Enzima I son 
componentes inespecíficos del sistema fosfotransferasa y 
participan en el transporte de varios azúcares en cambio; 
existen Enzimas ЇЇ que son específicas para cada azucar 
individual. 

El enlace fosfato de alta energía que suministra la ener- 
gía requerida por el sistema fosfotransferasa deriva de 
un metabolito intermediario clave denominado fosfoenol 
piruvato. No obstante, debe apreciarse que aunque en 
el proceso de transporte de una molécula de glucosa se 
consume energía en la forma de un enlace fosfato de alta 
energía (Figura 4.26), la fosforilación de glucosa a gluco- 
sa-6-P es el primer paso necesario para su posterior me- 
tabolismo intracelular (véase Sección 5.10). Por tanto, el 
sistema fosfotranslerasa prepara la glucosa transpor» 
tada para su entrada inmediata en las rutas metabólicas 
centrales. 


Transporte dependiente de proteínas 
periplásmicas de unión: el sistema «ABC» 
Veremos más adelante en este capítulo (vénse Sección 4,9) 
que las bacterias Gram negativas presentan un espacio lla- 
mado periplasma entre la membrana citoplasmática y una 
membrana externa rica en lípidos (véase Figura 4.36). El 
periplasma contiene diversas proteínas, muchas de las cua- 
les funcionan en sistemas de transporte y se denominan. 
proteinas periplásmicas de unión, Los sistemas de transporte 
que utilizan proteínas periplásmicas de unión también 
poseen componentes proteicos transmembranales, que son 
los que realmente llevan a cabo el proceso de transporte; y 
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Piruvato 


chtoplasmitica 


Mecanismo de acción del sistema tosfotransterasa de Eschenchia col. Para el transporte de glucosa, ol sistema consta de cinco. 


Proteinas: Enzir 


па) I, Enzimas ll,, Il, y ll, y HPr. La transferencia secuencial de fosfato tene lugar desde el fostoenolpiruvato (PEP), 


través. 


‘de las proteinas que se indican, hasta la Enzima Il,. Esta última es la auténtica responsable del transporte (у fosforilación) del azúcar. 


un tercer componente que suministra la energía necesaria 
para el proceso mediante hidrólisis de ATP. Estos tipos de 
transporte se denominan sistemas de transporte ABC 
(derivado del inglés ATP-binding casette). El mecanismo 
de acción de un transporte de tipo ABC se indica en la 
Figura 427. 

En procariotas se han identificado más de 200 sistemas 
diferentes de transporte ABC, y en cada caso los análisis de 


protina citoplasmica que hidrolza el ATP suministra la energia re- 
Querida para el proceso. En Escherichia coli, la maltosa (un disacárido) 
es ransportada por un sistema de tipo ABC. 


la estructura de los componentes relacionados funcional- 
mente ponen de manifiesto que forman una familia de pro- 
teínas homólogas. Una interesante propiedad de estos 
sistemas de transporte es la elevada afinidad de las protei 
nas periplásmicas de unión por los respectivos sustratos, 

das proteínas se mueven por el periplasma y son capaces 
de unir sus sustratos incluso cuando éstos están presentes 
a muy bajas concentraciones; por ejemplo, unen y trans- 
portan con facilidad sustratos a concentraciones tan bajas 
como 1 micromolar (10M). Tras la unión del sustrato a la 
proteína correspondiente, el complejo interacciona con el 
componente transmembranal respectivo y tiene lugar el 
verdadero transporte, gracias a la energía liberada por la 
hidrólisis del ATP (Figura 4.27). Es interesante señalar que 
aunque las bacterias Gram positivas carecen de periplas: 
ma, también están presentes en muchos de estos organis- 
mos sistemas de transporte dependientes de proteínas de 
unión, pero éstas proteínas no son móviles sino que se pre- 
sentan ancladas en la membrana citoplasmática, Como en 
el caso de las bacterias Gram negativas, una vez que ocu- 
rre la unión con el sustrato, las proteínas de unión interac- 
cionan con los elementos transmembranales y tiene lugar el 
transporte a través de la membrana a expensas del gasto 
de ATP. 


Transporte de proteínas al exterior 

Hasta ahora hemos considerado el transporte de moléculas 
pequeñas. ¿Cómo se realiza el transporte de moléculas 
grandes, como las proteínas? Para su correcto funciona- 
miento, muchas proteínas necesitan ser transportadas fuera 
de la unidad de membrana o insertarse de modo especifi- 
со еп dicha membrana. En las células procarióticas, la trans- 
locación de proteínas se realiza mediante la actividad de 
proteínas llamadas translocasas; una de las más importantes 
es el sistema Sec (de sistema de secreción). La translocasa 
SecYEG es una proteína que está asociada a la membrana 
соп una orientación específica adecuada a su función. Algu- 
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nas translocasas son altamente específicas en su modo de 
acción pero SecYEG, en concreto, está ampliamente distri- 
buida entre los procariotas y es capaz de traslocar muchas 
proteínas diferentes. El mecanismo por el que se renonoce 
a lag proteínas destinadas a ser transportadas es una cues- 
tión que será tratada en un capítulo posterior (обаче Sec- 
ción 7.16). 

El transporte de proteínas al exterior ев muy impor- 
tante para las bacterias porque muchas enzimas funcionan 
precisamente fuera de la célula. Por ejemplo, muchas en- 
rimas hidrolíticas como las amilasas o celulasas, se ex- 
portan directamente al exterior donde rompen el almidón 
o la celulosa para producir glucosa, que puede ser utiliza- 
da Juego por la célula como fuente de carbono y energía. 
Además, muchas bacterias patógenas producen toxinas 
proteicas y otras proteínas perjudiciales durante la infec- 
ción. Todas estas moléculas grandes necesitan salir de la 
célula atravesando la membrana citoplasmática y las tras- 
locasas del tipo de SecYEG median estos fenómenos de 
transporte. 


/__ 4.7 Revisión de conceptos 


Existen al menos tres tipos de transportadores; los simples, los 
Че tipo fosfotransferasa, y los sistemas ABC que contienen tres 
elementos. El transporte requiere energía procedente de la fuer 
за motriz de protones o del ATP. 

> Compare los requerimientos de energía de los transporta- 
dores simples, del sistema fosfotransferasa y del sistema de 
transporte de tipo ABC. 

4 Compare los tres tipos de transporte antes mencionados en 
lo que se refiere a las alteraciones químicas que tienen lugar 
en la molécula transportada. 

+ Indique qué sistema de transporte es el más adecuado para 
nutrientes que se encuentran en el medio externo a con- 
centraciones extremadamente bajas y comente la razón. 

¿Cómo salen las proteínas de la célula? 


La pared celular de los 
y moléculas relacionadas 


Debido a la concentración de solutos disueltos dentro de 
una célula bacteriana se desarrolla una considerable pre- 
sión de turgencia que, en una célula como Escherichia coli, 
se calcula en unas 2 atmósferas; ésta es una presión similar 
a la de un neumático de coche. Para resistir esta presión, 
las bacterias poseen paredes celulares, que además son las 
responsables de la forma y rigidez de la célula. La pared 
celular no se observa fácilmente con el mi lo óptico, 
рео se visualiza con claridad en cortes finos con el micros- 
copio electrónico de transmisión. 

Las bacterias se dividen en dos grandes grupos: las 
Стат positivas y las Gram negativas. La distinción inicial 
entre estos dos tipos se llevó a cabo mediante una tinción 
diferencial denominada tinción de Gram (vénse Sección 4.1); 


pero la diferente reacción a la tinción de Gram se basa en las 
diferencias que existen en la estructura de las paredes colu- 
lares. La morfología de las paredes celulares es muy dis- 
tinta en las células Gram positivas y Gram negativas, como 
se observa en la Figura 4.28. La pared celular en las Gram 
negativas está compuesta por varias capas y es bastante 
compleja, mientras que la pared en las Gram positivas está 
formada fundamentalmente por un solo tipo de molécula 
y suele ser más ancha. Un examen detallado mediante 
microsocopía electrónica de barrido permite detectar dife- 
rencias claras en la textura de la superficie de los dos tipos 
de paredes celulares (Figura 4.28). 

En esta sección, nos centraremos en los componentes 
polisacarídicos de las paredes celulares de los procariotas, 
tanto Bacteria como Archaea, Se estudiará en particular el 
peptidoglicano, pero también otros polisacáridos relacio- 
nados y no relacionados que se encuentran en Archaea. En 
la Sección 4.9, se describen otros componentes de la pared 
celular que se encuentran en Bacteria Gram negativas. 


Peptidoglicano 

En la pared celular de Bacteria hay una capa rígida que es 
la responsable de la resistencia de la pared celular. En Bac 
teria Gram negativas existen capas adicionales que se sitú- 
an en el exterior de ésta, Esta capa rígida tiene una 
composición química muy similar tanto en Bacteria Gram 
positivas como en Gram negativas. Se denomina сара de 
peptidoglicano (о mureína) y está formada por finas lâmi- 
паз compuestas por dos derivados de azúcares, N-acelil- 
glucosamina y ácido N-acetilmurámico, у un pequeño grupo 
de aminoácidos que incluyen t-alanina, b-alanína, D-glutá- 
mico y о bien lisina o ácido diaminopimélico (ОАР) (Figu- 
ra 4.29), Estos componentes se unen entre sí para formar 
una estructura repetitiva que se denomina tetrapéptido del 
glicano (Figura 4.30) 

La estructura básica del peptidoglicano está constitui- 
da por una lámina en la que las cadenas de derivados de 
azúcares se conectan entre sí por puentes peptídicos a tra- 
vés de los aminoácidos. Los enlaces glicosídicos que unen 
los azúcares en las cadenas son muy fuertes, pero las cade- 
nas por sí solas no pueden conferir rigidez en todas las 
direcciones, Cuando las cadenas se entrecruzan mediante 
puentes peptídicos se logra la rigidez característica de la 
pared. El número de puentes peptídicos no es igual en 
todas las especies de Bacteria y las paredes más rigidas son 
aquellas que presentan mayor número de puentes inter- 
catenarios. En Bacteria Gram negativas, los puentes se esta- 
blecen, por lo general, mediante enlace peptidico directo 
del grupo amino del di grupo carboxilo 
de la o-alanina terminal (Figura 4.314). En Bacteria Gram 
positivas, el enlace se establece con frecuencia a modo de 
puente interpeptídico mediante varios aminoácidos, cuyo 
número y tipo depende de los distintos organismos. En 
Staphylococcus aureus, una de las bacterias Gram positivas 
mejor conocidas, cada puente está formado por cinco gli- 
cinas conectadas por enlaces peptídicos (Figura 4.319). La 
estructura global de la molécula del peptidoglicano se 
muestra en la Figura 4.31с. 

En Bacteria Gram positivas, el peptidoglicano represen- 
ta hasta el 90% de la pared, aunque otra clase de compo- 
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— Peptidoglicano — Рерідодісапо 
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[1 
IES Paredes celulares de Bacteria (а,Ь) Diagramas esquemáticos de paredes celulares Gram positivas y Gram negativas, (с) Micro- 
{уайа electrónica de la pared de una bacteria Gram positiva, Arthrobacter crystallopoetes. (9) Bacteria Gram negativa, Leucothrix mucor. (o,f) Mi- 
отоуаКаз electrónicas de bardo de bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia col). Obsérvese la diferente textura 
superficial en las células mostradas en (e) у (). Una célula de В. subtils o de E. сой tiene un diámetro aproximado de 1 pm. 
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Ta) Ácido diaminopimélico, (Б) Usina. Se resalta 
única diferencia entre las dos moléculas. 


nentes, los ácidos teicoicos, también suelen estar presentes 
en pequeñas cantidades (véase más adelante en esta sec- 
ción). Aunque algunas bacterias sólo una capa de 
peptidoglicano rodeando a la célula, muchas otras, en espe- 
cial las Bacteria Gram positivas, presentan varias capas 
(hasta 25 en algunos casos). En Bacteria Gram negativas, el 
peptidoglicano constituye sólo alrededor del 10% de pared, 
estando constituido el resto por una membrana externa 
como se verá en la Sección 4.9. Sin embargo, tanto en Gram 
positivas como en Gram negativas se cree que la forma de 
la bacteria viene determinada por la longitud de las cade- 
nas de peptidoglicano y por el número y tipo de puentes 
establecidos entre las cadenas. 


ШТЕЕЛ] Estructura de una unidad repetitiva del peptidogica- 
по de la pared celular con el tetrapéptido. La estructura mostrada co- 
responde a Escherichia coli y muchas otras bacterias Gram negativas. 
En algunas bacterias, se encuentran otros aminoácidos. 


тп Conexión entre las unidades peptídicas y las de gi- 
cano en де una lámina de peptidoglicano. (a) Sin puenta 
Intermedio en bacterias Gram negativas. (о) con un puente intermedio 
де pentagicina en la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus. (с) 
Estructura global del peptidoglicano, El diagrama muestra varas ca- 
denas de peptidogicano con puentes intercatenarios entre ellos, Para 
visualizar una capa completa de peptidoglicano hay que imaginar que 
este esquema se extiendo alrededor de ип cilindro о una esfera, que 
representaría la cólula. G, N-acetiglucosamina; M, ácido М-асейти- 
rámico; las Ineas rojas gruesas en (с) indican los puentes peptídicos. 


Diversidad del peptidoglicano 

El peptidoglicano sólo se presenta en el dominio Bacteria; 
entre los constituyentes de las paredes de Archaea o de 
Eukarya nunca se ha encontrado el ácido N-acetilmurámí- 
со ni el aminoácido diaminopimélico. Sin embargo, по. 
todas las Bacteria tienen РАР en su peptidoglicano. Este 
aminoácido se encuentra en todas las Bacteria Gram nega- 
tivas y en algunas Gram positivas, pero la mayoría de los 
cocos Gram positivos poseen lisina en lugar de DAP y otras 
Bacteria Gram positivas contienen otros aminoácidos, Otra 
carácterística poco común de la pared celular bacteriana es 
la presencia de dos aminoácidos que presentan configura- 
ción р, la D-alanina y el ácido D-glutámico, Como se vio en 
el Capítulo 3, los aminoácidos de las proteínas presentan 
siempre la configuración L (véase Sección 3.6). 
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La estructura del peptidoglicano sigue unas normas 
generales. La porción de carbohidrato es uniforme, pre- 
sentando solamente N-acetilglucosamina y ácido N-acetil- 
'murámico conectados siempre a través de enlace B-14. El 
tetrapéptido de la unidad repetitiva sólo varía en un ami- 
noácido, bien lisina о DAP. No obstante, en algunos micro- 
organismos el ácido p-glutámico puede ser hidraxilado en 
1а posición 2 y en otros pueden darse sustituciones de ami- 
noäcidos en las posiciones 1 y 3. 

Se conocen más de 100 tipos distintos de peptidoglica- 
no cuyas variaciones más importantes se refieren a los 
puentes interpeptídicos. Cualquier aminoácido presente en 
el tetrapéptido también puede presentarse en el puente, 
pero además otros aminoácidos como glicina, serina, treo- 
nina y ácido aspártico pueden también estar presentes. No 
obstante, hay ciertos aminoácidos que nunca se presentan 
enlos puentes interpeptídicos: ni aminoácidos ramificados, 
miaromáticos, ni azufrados, ni histidina, arginina o prolina 
Se puede afirmar que si bien puede variar la química exac- 
ta del peptidoglicano, la forma estructural del peptidogli- 
canoes la misma en todos los casos: la N-acetílglucosamina 
y el ácido N-acetilmurámico forman el esqueleto estructu- 
tal y las moléculas de N-acetilmurámico se unen entre sí a 
través de aminoácidos. 


Ácidos teicoicos y resumen de la pared 

de las Gram positivas 

Muchas Bacteria Gram positivas presentan embebidos en su 
pared polisacáridos ácidos denominados ácidos teicoicos. El 
término ácidos teicoicos se refiere a los polímeros de la pared, 
de la membrana o de la cápsula que contienen unidades de 


glicerolfosfato o de ribitolfosíato. Estos políalcoholes están 
unidos por ésteres fosfato y a menudo presentan unidos 
Otros azúcares y b-alanina (Figura 4.324). Debido a su carga 
negativa, los ácidos teicoicos son, en parte, responsables de 
la carga negativa neta de la superficie de las células y puede 
intervenir en el paso de iones a través de la pared celular, 
Algunos de estos ácidos que contienen glicerol están uni- 
dos а los lípidos de la membrana de las Bacteria Gram posi- 
tivas y debido a esta íntima asociación con lípidos, tales 
ácidos teicoicos se denominan también ácidos lipoteicoicos, 

La Figura 4326 resume la estructura de la pared celular 
de las Bacteria Gram positivas y muestra la disposición de 
los ácidos teicoicos en la estructura global. 


Células sin paredes celulares 
El peptidogíicano, que representa una molécula caracterís- 
tica del dominio Bacteria, puede ser destruido por la acción 
de algunos agentes. Uno de estos agentes es la lisozima, 
una enzima que rompe los enlaces glicosídicos f3-1,4 entre 
las unidades de N-acetilglucosamina y de N-acetilmurá- 
mico presentes en el peptidoglicano (Figura 4,30), y que en 
consecuencia debilita la pared, El agua puede entonces 
entrar en la célula, y ésta se hincha y eventualmente explo- 
ta, en un fenómeno que se denomina lisis (Figura 4.334) 
La lisozima se encuentra en algunas secreciones animales 
como las lágrimas, la saliva y otros fluidos corporales, y 
probablemente representa una importante barrera de defen- 
sa contra las infecciones bacterianas. 

Si se añade al medio una concentración adecuada de 
un soluto que no penetre en la célula, como la sacarosa, la 
presión osmótica externa equilibra entonces la presión inter- 


Acido tolcoico 


Ácido 
lipotøicoico 


Ácidos teicoicos y estructura global de la pared celular Gram positiva (a) Estructura del ácido ribiolteicolco de Bacillus subi. 
cido teicoico es un polímero de unidades repetitivas de ribitol como las que se muestran. (b) Diagrama global de la pared celular Gram po- 
һә. 
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Entrada de agua Lisis 


ES 


ШШЕ: Protopiastos. (a) En una solución diluida, la rotura de 
la pared Њега el protoplasto que inmediatamente sa lisa al ser muy 
4%ы! la membrana citoplesmática. (>) En una solución que contenga. 
una concentración isolónica de un soluto, como la sacarosa, el agua 
по penetra en el protoplast y no se isa. 


в 


па (condiciones isotónicas). En estas condiciones, la lisozi- 
ma puede digerir el peptidogíicano pero el agua no entra en 
la célula y, por tanto, no ocurre la lisis, formándose enton- 
сез un protoplasto (es decir, una bacteria que ha perdido su 
pared celular) (Figura 4.338). Si los protoplastos estabiliza- 
dos con sacarosa se pasan a un medio con agua se lisan 
inmediatamente. A menudo se usa la palabra esferoplasto 
сото un sinónimo de protoplasto, pero ambas palabras tie- 
теп un significado ligeramente distinto: los protoplastos 
son formas normalmente libres de cualquier material resi 
dual de la pared celular, mientras que los esferoplastos con- 
tienen, por lo general, restos de la pared unidos a la 
membrana 

Aunque la mayoría de los procariotas no pueden viv 
sin pared celular, algunos son capaces de hacerlo. Entre 
estos últimos están los micoplasmas, que constituyen un 
grupo que causa ciertas enfermedades infecciosas (véase 
Sección 12.21) y el grupo Thermoplasma, que son Archaea 
que carecen de pared celular (véase Sección 13.5). Estos pro- 
cariotas son protoplastos naturales de vida libre, capaces 
de sobrevivir sin pared porque tienen fuertes membranas 
poco comunes o porque viven en hábitat osmóticamente 
protegidos, como el interior del cuerpo humano, Algunos 
micoplasmas presentan esteroles en sus membranas (véase 
Sección 4.5), lo que confiere resistencia y rigidez a esta 
estructura. 


e 


[Грош аза o Estructura ы pssudopapidogicano, ә paiero dela pared colar de espacios de Meanobacianan Obsárveso o pars- 
do con la estructura del peptidogicano que se muestra өп a Figura 430, en especial ыз conexiones pepiicas, que өп ste caso ве гоша 
entre unidades de ácido N-acetitaiosaminurónico (NAT en vez de мадех de ácido Ncacetlmurámico, Ф) Micrograla electrónica de ram. 
sión de una porción de la capa S de la bacteria Aquaspiniam serpens. mostrando su estructura paracristalina; esta capa S presenta una Sime- 
iria hexagonal como осите en muchas de las capas S encontradas en Archana. 
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Algunas Archaea presentan paredes celulares que contie- 
пеп un polisacárido similar al peptidoglicano. Este material 
se llama pseudopeptidoglicano (Figura 4.344). El esqueleto 
del pseudopeptidoglicano la forman unidades alternativas 
de N-acetilglucosamina y ácido N-acetiltalosaminurónico, 
que reemplaza al ácido N-acetilmurámico del verdadero 
peptidoglicano (compárense las Figuras 4.30 y 4.344). Otra 
diferencia del esqueleto del pseudopeptidoglicano es que 
presenta los enlaces glicosídicos en uniones 8-13 en vez 
Че B-14 como ocurre en el peptidoglicano (compárense las 
Figuras 4.30 y 4244 

Las paredes de otras Archaea carecen tanto de peptido- 
glicano como de pseudopeptidoglicano y están formadas 
por polisacáridos, glicoproteínas о proteinas. Por ejemplo, 

especies de Melltanosarcina poseen paredes polisacarí- 
dicas gruesas compuestas por glucosa, ácido glucurónico, 
Balactosamina y acetato. Las Archaea halófilas extremas 
Como Halococcus poseen paredes celulares similares a las 
de Methanosarcina, pero presentan adicionalmente una gran 
abundancia de grupos sulfato (SO? ). Sin embargo, el tipo 
más común de pared entre las Archaea es la capa superficial 
úparacristalina (Capa S) que está compuesta por glicoprote- 
та о proteina dispuesta en simetría hexagonal (nénse Sec- 
tión 4.13 para más detalles). Las capas S se han encontrado 

rácticamente en todos los grupos de Archaea, como los 

filos extremos, los metanógenos y los hipertermófilos. 

Algunas especies del dominio Bacteria también presentan 
карав $ en sus superficies más externas (Figura 4340). 

Por tanto, entre las especies de Archaea se encuentran 
una gran variedad de tipos de paredes celulares, desde las 
que presentan moléculas que se parecen al peptidoglicano 
hasta aquellas que carecen por completo de componente 

lisacarídico, Sin embargo, salvo raras excepciones, todas 

Archaen contienen pared de algún tipo que, como en Bac- 
feria, evita la lisis osmótica y define la forma celular. Ade 
mås, debido a que las paredes de Archaen no presentan 
peptidoglicano, todas las Archaea son resistentes en condi- 
ones naturales a la acción de la lisozima y las penícilinas, 
agentes que destruyen este componente o inhiben su sin- 
Tesis, respectivamente (обаѕе Sección 6.2). 
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En Bacteria, las paredes celulares presentan un polisacárido Ila- 
mado peptidoglicano que está formado por cadenas que con- 
tienen unidades alternativas de N-acetilglucosamina y ácido 
N.acetilmurámico, y donde este último se une a otras cadenas 
similares mediante cortos péptidos. En Archana, по hay pepti- 
doglicano pero tienen paredes compuestas por otros polísacá- 
ridos o por proteínas. La lisozima es una enzima que destruye 
el peptidogficano у ocasiona la lisis de las células, 

Y Enumere los monómeros que son componentes del pepti- 
doglicano 

¿Por qué el peptidoglicano es una macromolécula rígida? 
¿Cómo se genera un protoplasto? 

¿Por qué algunas células viven sin pared celular? 

¿En qué se parece el pseudopeptidoglicano al peptidogli- 
cano? ¿En qué se diferencian estas moléculas? 


Ssss 


La membrana externa 
de las Bacteria Gram negativas 


Además del peptidoglicano, las Bacteria Gram negativas 
poseen en su pared una capa adicional que está compu 
ta de lipopolisacárido. De hecho, esta capa representa una 
segunda bicapa lipídica, si bien hay que destacar que no 
consta solamente de fosfolípidos como la membrana cito- 
plasmática, sino que contiene polisacáridos y proteínas. Los 
lípidos y polisacáridos están estrechamente unidos en la 

externa formando estructuras lipopolisacarídicas espe 
cíficas. La presencia del lipopolisacárido justifica que la 
membrana externa se denomine frecuentemente capa de 
lipopolisacárido o simplemente LPS. Otro término común- 
mente utilizado para esta estructura es el de membrana 
«мета. 


química del LPS 
Actualmente, y pese a su complejidad, se conoce la com- 
posición química del LPS de varias bacterias, Como se 
muestra en la Figura 4.35, la estructura del lipopolisacári- 
do consta de dos porciones: el núcleo del lipopolisacárido 


¡Sección 21.12), Compárese esta figura con las Figuras 4.36 y 4.37 respecto a los colores que codifican las diferentes porciones del LPS en tas. 
Figuras 4:35 y 4.36, 
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y el polisacárido O. En Salmonella, donde se ha estudiado 
con cierto detalle, el núcleo del polisacárido está com- 
puesto por cetodesoxioctonato (KDO), azúcares de siete 
carbonos (heptosas), glucosa, galactosa y N-acetilglucosa- 
mina. El polisacárido O está unido al núcleo y consta gene- 
ralmente de galactosa, glucosa, ramnosa у manosa 
(azúcares de seis carbonos) авї como uno o más dideoxia- 
zúcares poco frecuentes como abecuosa, colitosa, paratosa 
o tivelosa. Estos azúcares se unen entre sí formando sec 
cias de cuatro o cinco unidades que a menudo se hallan 
ramificadas. La repetición de estas secuencias de azúcares 
da lugar a la formación de un largo polisacárido O. 


Membrana 
externa 


La Figura 436 muestra la relación del polisacárido O con 
el resto del LPS. La parte lipídica del lipopolisacárido, co- 
nocida como lipido A (Figura 4.35), no es un lipido de gli- 
cerol si no que los ácidos grasos se unen por una unión 
amino éster a un disacárido compuesto de N-acetilglucos 
mina-fosfato (Figura 4.35). El disacárido se une al núcleo del 
polisacárido a través del KDO (Figura 4.35). Los ácidos gra- 
sos que normalmente se encuentran en el lipido A son el 
ácido caproico, laúrico, mirístico, palmítico y esteárico. En 
la membrana externa, el LPS se asocia con varias proteínas 
formando la mitad externa de la unidad de membrana. En 
1а porción interna de la membrana externas se encuentra en 


¿nm 
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Membrana 
citoplasmática| 
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ЮТЕП Pared celular Gram negativa (а) Disposición del 5- 
popalisacarido, lipido A, fosfolípidos, porinas y lipoproteínas en ia 
membrana externa. Consultar la Figura 4.35 para detalles sobre la 

tructura del LPS, (b) Modelo molecular de las proteínas de las po- 
"газ. Obsérvese la presencia de tres poros, cada uno de ellos for- 
mado por cada una de las proteinas integrantes de una molécula de 
ропа. Esta visión es perpendicular al plano de la membrana. El 
modelo está basado en estudios de difracción por rayos X de la po- 
rina de Rhodobacter blasticus. 
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muchas especies de Bacteria Gram negativas una Нрорго- 
teína compleja (Figura 4.36a). Esta lipoproteina es una 

ейа proteína que funciona como una especie de ancla- 
je entre la membrana externa y el peptidoglicano. En la 
región exterior de la membrana externa, el LPS reemplaza a 
dos fosfolípidos, que se localizan mayoritariamente en la 
porción interna (Figura 4.36). 


Endotoxina 

Aunque la principal función de la membrana externa es 
estructural, una propiedad biológica importante es que es 
léxica para los animales. Entre las Bacteria Gram negativas 
que son patógenas para el hombre y otros mamiferos se 
encuentran especies de los géneros Salmonella, Shigella y 
Escherichia. 

Algunos sintomas que provocan estos patógenos en sus 
hospedadores se deben al efecto tóxico de la membrana 
externa. Las propiedades tóxicas se asocian con parte del 
Jipopolisacárido de estos organismos, en particular con el 
lipido A. Como se verá en la Sección 21.11, зе usa el térmi- 
по endotoxina para referirse a este componente tóxico. Es 
interesante destacar que el LPS de algunas bacterias no 
patógenas también tiene propiedades tóxicas. Por tanto, no 
ts necesario que el organismo sea patógeno рага que su 
pared celular contenga elementos tóxicos. 


Porinas y periplasma 
Adiferencia de la membrana citoplasmática, la membrana 
externa de las Bacteria Gram negativas es relativamente per- 
meable a pequeñas moléculas pese a que es básicamente 
una bicapa lipídica. Esto se debe a la presencia en la mem- 
brana externa de unas proteínas llamadas porinas, que 
actúan como canales para la entrada y salida de sustancias 
Midrofilicas de bajo peso molecular (Figura 4.36). Existen 
varios tipos de estas porinas y se conocen porinas tanto 
especificas como inespecíficas, Las porinas inespecífcas for- 
тап canales rellenos de agua a través de los cuales puede 
pasar cualquier tipo de sustancias pequeñas. Por el contra- 
fio, algunas porinas son muy específicas porque contienen 
ın sitio de unión específico рага una о más sustancias. 
Los estudios estructurales demuestran que las porinas 
#on proteínas que constan de tres subunidades idénticas. 
Зе trata de proteínas transmembranales (Figura 4.364) que 
Же asocian para formar pequeños agujeros en la membrana 
deaproximadamente 1 nm de diámetro (Figura 4.36b). Por 
Ла acción de las porinas, la membrana externa es relativa- 
Mente permeable a moléculas pequeñas. Sin embargo, no 
resulta permeable a enzimas o moléculas más grandes. De 
hecho, una de las funciones de la membrana externa es pre- 
samente retener algunas enzimas que están situadas fuera 
de la membrana citoplasmática evitando asi su libre di 
sión al medio. Estas enzimas se localizan en una ге, 
denominada periplasma (vanse Figuras 4.36 y 4.37). En 
> Escherichia coli, este espacio entre la membrana citoplas- 
¿mática y la superficie interna de la membrana externa 
сира una distancia aproximada de 12-15 nm y tiene una 
úronsistencia gelatinosa, probablemente por la abundancia 
бе proteínas periplásmicas (Figura 437). El periplasma con- 
беле varios tipos de proteínas, entre ellas enzimas hidrolíti- 
îı que llevan a cabo la degradación inicial de algunos 


IRE Magrin ов un cone ino de la envoltura celular 
де Escherichia col mostrando el espacio periplasmico delimitado por 
la membrana externa y la membrana citoplasmica, Las partículas os- 
curas grandes en el citoplasma son ribosomas, 


nutrientes, proteinas de unión, que inician el proceso del 
transporte de sustratos (оке Sección 4.7); y quimiorrecepto 
res, que son proteínas implicadas en respuestas quimiotác- 
ticas (orense Secciones 4,12 y 8.11). Como se ha indicado 
previamente, estas proteínas alcanzan е! periplasma por 
medio de sistemas de transporte (véase Sección 4.7), 


Relación entre la estructura de la | эгей 
celular y la tinción de Gram 
Las diferencias estructurales entre las pared. : celulares de 
las Bacteria Gram positivas y Gram negativ.s son las res- 
ponsables del diferente comportamiento de las células a la 
tinción de Gram. En dicha tinción (véase Sección 4.1), se 
forma dentro de las células un complejo cristal insoluble 
violeta-yodo que en el caso de las Gram negativas puede 
extraerse con alcohol, pero no en las Gram positivas. El al- 
cohol deshidrata las Bacteria Gram positivas, que poseen 
paredes celulares muy gruesas con varias capas de pepti- 
doglicano. Esto provoca el cierre de los poros de las pare- 
des impidiendo la salida del complejo cristal violeta-yodo. 
las Bacteria Gram negativas, el alcohol penetra rápida- 
mente en la capa externa que es rica en lípidos y la fina capa 
de peptidoglicano no impide el paso del solvente, por lo 
que el complejo se extrae fácilmente. 


/_4.8 Revisión de conceptos 


Las Bacteria Gram negativas, además de peptidoglicano, poseen 

еп su pared una membrana externa que contiene lipopolisacári- 

do, proteína y lipoproteina. Las proteínas llamadas porinas faci- 

litan la permeabilidad a través de la membrana externa. El 

espacio entre las membranas es el periplasma, que contiene 

Varias proteinas de importancia en diversas funciones celulares. 

Z ¿Qué componentes forman la capa de LPS en las Bacteria 
Стат negativas? 

/ ¿Cuáles la función de las porinas y su localización en una 
Pared Gram negativa? 

+ ¿Qué componente específico de la célula tiene propiedades 
Че endotoxina? 

Z ¿Porqué elalcohol decolora rápidamente las Bacteria Gram 
negativas? 
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Muchas células son móviles. Aunque el movimiento requie- 
re gasto de energía, la capacidad de movimiento dentro de 
un hábitat tiene importantes consecuencias ecológicas, ya 
que puede suponer la vida o la muerte de la célula. En las 
siguientes secciones se exponen los diferentes tipos de 
movimiento, por desplazamiento en medio líquido y por 
deslizamiento, y se considera que la capacidad para mover- 
se hacia un determinado estímulo o para huir de él puede 
ser beneficioso para la célula. 


ло УЙ 


Muchos procariotas son móviles y esta capacidad de movi- 
miento independiente se debe con frecuencia a una estruc- 
tura especial, el flagelo (plural, flagelos) (Figura 4.38). 
Algunas bacterias se desplazan a lo largo de superficies 
sólidas por deslizamiento (véase Sección 4.11) y otros mi- 
croorganismos acuáticos son capaces de controlar su posi- 
ción en el agua mediante unas estructuras llenas de gas 
denominadas vesículas de gas (véanse Secciones 4.14 y 
12.25), Sin embargo, la mayor parte de los procariotas móvi- 
les utilizan flagelos para moverse. La movilidad permite a 
la célula alcanzar distintas zonas de su entorno, En la lucha 
por la supervivencia, la capacidad рага moverse puede sig- 
nificar la diferencia entre la vida y la muerte de la célula. 
Сото ocurre en cualquier proceso físico, el movimiento 
celular supone un gasto de energía. Analizaremos con deta- 
Пе la movilidad mediante flagelos en procariotas. 


Flagelos bacterianos 
Los flagelos bacterianos son apéndices largos y finos que 
se encuentran libres por un extremo y unidos а la célula 
por el otro. Como son tan finos (unos 20 nm) no es posible 


> 
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"Micrografas ópticas de procariotas con diferente dis- 
posición fagelar. Las células se tiñeron con la tinción flagelar de Leif- 
Son. (a) Pertica. (b) Polar. (с) Lofotrica. 


verlos en el microscopio óptico y hay que recurrir a tincio- 
nes específicas para flagelos que aumentan su diámetro 
(Figura 4.38). Los flagelos se observan fácilmente al micros- 
copio electrónico (Figura 4.39) 

La disposición de los flagelos varía según las bacterias. 
En la flagelación polar, los flagelos se localizan en uno о 
ambos extremos de la célula. En ocasiones, de un extremo 
de la célula puede surgir un penacho de flagelos, una dis- 
posición que se conoce como flagelación lofotrica (de lofos, 
penacho, y tricos, pelo) (Figura 4.38c). El microscopio de 
сатро oscuro permite observar este tipo de flagelación en 
células vivas (véanse Sección 4.1 y Figura 4.404), aparecien- 
do los flagelos claros unidos a las células sobre un fondo 
oscuro. En procariotas de gran tamaño, se pueden obser- 
var también penachos de flagelos mediante el microscopio 
de contraste de fases (Figura 4.400). En la flagelación peri- 
trica, los flagelos se distribuyen por varios lugares de la 
superficie celular (peri, alrededor). El tipo de disposición 
Nagelar, polar o peritrica, se utiliza a menudo como criterio 
de clasificación de bacterias, 


SEP 


IE Poooos bacterianos observados por tinción negativa 
еп un microscopio electrónico de transmisión. (а) Flagelos polares. (+) 
Flagelos perítricos. Ambas micrografias corresponden a células de la 
bacteria fototrofa Rhodospirillum centenum, que normalmente 
presenta flagelación polar, pero que bajo ciertas condiciones de creci- 
miento forma células con fagelación peritrica. Véase también la Figu- 
1a448b. 
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ШИШЕ] Pogoos bacterianos observados en células vivas. (a) Micrografia en campo oscuro de un grupo de bacilos соп un penacho de 
flagelos en cada polo, Cada célula tiene 2 ыт de ancho. La microscopia de campo oscura usa iluminación horizontal para producir luz reflejada 
(véase Sección 4.1 y Figura 4.50). (b) Micrografía de contraste de tases de la bacteria fototrofa roja Rhodospirilum photometricum. Cada cólula 


mide aproximadamente 3 


tructura flagelar 

La forma de los flagelos no es recta sino helicoidal. Mues- 
tran una distancia constante entre cada dos curvas o vuel- 
idyacentes que se denomina longitud de onda y que es 
constante para cada organismo (Figuras 4.38-4.40). El fila 
mento del flagelo bacteriano está compuesto de subuní 
dades de una proteína llamada flagelina. La forma y la 
longitud de onda de un flagelo están determinadas en 
parte por la estructura de la flagelina, y también en parte 
por la dirección de la rotación del filamento. La arquitec 
tura flagelar básica que se describe aquí varía poco entre las 
diversas especies dentro de Bactería, pero en Archaca se 
conocen varios tipos de flagelinas y es probable que la 
estructura global del flagelo difiera considerablemente de 
la presente en Bactería. Dentro de este último dominio, la 
estructura de la flagelina está muy conservada, lo qu 
sugiere que la movilidad por flagelos tiene profundas raf 
сез evolutivas. 

La base del flagelo presenta una estructura diferente a 
la del filamento (Figura 4.41). En la base existe una región 
más ancha que se llama gancho, consta de un tipo único de 
proteína y su función es unir el filamento a la parte motora 
del flagelo. El motor del flagelo está anclado en la mem- 
brana citoplasmática y en la pared celular, y está constitui- 
do por un eje central que atraviesa un sistema de anillos, En 
Bacteria Gram negativas, existe un anillo externo que está 
anclado en la capa de lipopolisacárido, otro en la capa de 
peptidoglicano de la pared celular y un anillo interno 
situado en la membrana citoplasmática (Figura 441). En 
las Bacteria Gram positivas, como carecen de la capa exter- 
па de lipopolisacárido, sólo existe el par de anillos inter- 
fos. Alrededor del anillo interno y anclado también en la 


х 30 ит. Nótese como de uno de los polos sale un penacho de flagelos. 


membrana citoplasmática se encuentra un par de protef- 

ninadas Mot (Figura 441). Estas proteínas con- 

trolan realmente el motor flagelar provocando la rotación 

del filamento. Finalmente, otro conjunto de proteínas deno- 

minadas proteínas Fli funcionan como un conmutador del 

motor, invirtiendo la rotación del flagelo en respuesta a 
les intracelulares (Figura 4.41) 


Síntesis del flagelo 

La síntesis del flagelo, y por lo tanto la movilidad, de 
pende de varios genes. Los estudios realizados con Esche- 
richia coli y Salmonella tiphymurium indican que hay más 
de 40 genes implicados en el movimiento. Estos genes 
realizan varias funciones y codifican tanto las proteína 
estructurales del aparato flagelar, como la salida de los 
componentes del flagelo a través de la membrana. Ade- 
más, están implicados en la regulación de muchos proce- 
sos bioquímicos que tienen lugar durante la síntesis de 
nuevos flagelos, 

Un flagelo considerado individualmente no crece desde 
su base como lo hace un pelo de un animal, sino que crece 
por su punta. El anillo MS se sintetiza inicialmente y se 
inserta en la membrana. Luego se sintetizan otras proteínas 
de anclaje junto con el gancho antes de que se inicie la for- 
mación del filamento flagelar (Figura 4.42). Las moléculas 
de flagelina se sintetizan en el citoplasma y pasan a 
través de un canal de 3 nm situado en el interior del fi- 
lamento hasta situarse por aposición en su extremo, En 
el extremo de un flagelo en crecimiento existe una protef- 
na terminal (proteína «cap») que ayuda a las moléculas 
de flagelina que difunden por el canal interior a distribuirse 
de forma organizada en el extremo terminal, mientras se 


84 = Capítulo 4 = ESTRUCTURA Y FUNCIÓN CELULAR 


conmutador del motor) 


Membrana. 
citoplasmática 


IEEE Eva del agelo procariota y su unión a la pared 


Celular y а la membrana en una bacteria Gram negativa. El ало L se 
inserta en la capa de LPS, y el anilo Р en el poptidogicano. El anillo MS 
зе inserta en la membrana citoplasmática. En el famento existe un es- 
trecho canal a través del cual las moléculas de flagelína alcanzan su 
destina durante la sintesis del flagelo. Las proteínas Mot funcionan 
сото un motor flagelar, mientras que las proteinas Fl constituyen el 
conmutador del mator. El motor flagelar hace girar el flamento para 
propulsar a la célula а través del medio. 


forma la nueva porción del filamento (Figura 4.42). El 
crecimiento del flagelo ocurre de modo continuo hasta 
que alcanza su longitud final. Los flagelos rotos son to- 
davía capaces de rotar y pueden ser reparados por nue- 
vas unidades de flagelina que llegan a través del canal 
del filamento para reemplazar las unidades proteicas per- 
didas. 


Movimiento flagelar 

¿De qué manera se comunica el movimiento al flagelo? 
Cada flagelo es una estructura semirrígida poco flexible 
pero, como ya se mencionó anteriormente, es capaz de 
moverse por rotación como si se tratara de una hélice, Este 
mecanismo puede ponerse de manifiesto observando la 
conducta de células móviles que han sido fijadas a través de 
sus flagelos a los portas de un microscopio. Dichas células 
rotan alrededor del punto de fijación a revoluciones simi 
lares a las del movimiento flagelar cuando las células nadan 
libremente. 

El movimiento de rotación del flagelo parte del cuerpo 
basal que funciona como un motor. La energía necesaria 
para la rotación del flagelo proviene de la fuerza motriz 
generada por el gradiente de protones (véanse Secciones 
4.6 y 5.12). El flujo de protones a través de la membrana se 
realiza por el complejo Mot (Figura 4.41) y estimula la rota- 
ción del flagelo, habiéndose estimado que por cada ro- 
tación del flagelo se traslocan aproximadamente 1000 
protones. 

Los flagelos no rotan a velocidad constante, sino que la 
velocidad de rotación aumenta o disminuye en función de 
la intensidad de la fuerza motriz de protones, La rotación 
Nagelar puede mover a las bacterias a través de un medio 
liquido a velocidades de hasta 60 veces la longitud de esa 
bactería por segundo. Aunque esto sólo supone aproxima- 
damente 0,00017 km/h, es muy alta cuando se compara 
esta velocidad con la de organismos superiores en térmi- 
nos de longitudes corporales desplazadas por segundo. El 
guepardo, que es el animal terrestre más veloz, se mueve a 
una velocidad máxima de unos 110 km/h, lo que repre- 
senta tan sólo unas 25 longitudes corporales por segundo. 
Por tanto, teniendo en cuenta el tamaño, las células proc 
rióticas nadando a 50-60 longitudes por segundo en reali- 
dad se desplazan mucho más rápido que los organismos 
superiores. 

Los movimientos de los organismos con flagelación 
polar y lofotrica son distintos de los que poseen flagelación 
perítrica. Estos últimos se mueven por lo general en línea 
recta de manera lenta y continuada. Los que presentan fl 
gelos polares, por el contrario, se mueven más rápidames 
te y dan giros periódicos. Este comportamiento diferente 
еп organismos con flagelos polares, con flagelos perítricos 
о las diferencias en la reversibilidad del flagelo s 
enla Figura 443. 


/_4.10 Revisión de conceptos 

La movilidad en microorganismos se asocia generalmente a la 
presencia de flagelos. En procariotas, el flagelo es una estructu- 
ra compleja compuesta por varias proteínas, la mayoría de las 
cuales se anclan en la pared celular y en la membrana. El fila- 
mento del flagelo, formado por un solo tipo de proteína, gira 
gracias a la fuerza motriz de protones que impulsa el motor fla- 
келг. 

Y 1006 es la flugelína y dónde se encuentra? 

Y ¿Cómo mueve el flagelo bacteriano a una célula? 

4 ¿En qué difiere la flagelación polar de la flagelación peritrica? 
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EEE] Resumen de las fases de la biosíntesis del flagelo, La síntesis comienza con el ensamblaje del anilo MS en la membrana, se- 


"уба де la formación de los otros anillos, el gancho y la proteína terminal (сар). La flagelina (de la que se necesitan unas 20.000 moléculas para 
hacer un filamento} se desplaza hasta el gancho para hacer el famento. Las moléculas de flagetina se sitúan en su posición correcta mediante 
las proteínas terminales (cap) que aseguran que el desarrollo del flamento en crecimiento es uniforme. 


Movilidad por deslizamiento 


Muchos procariotas son móviles aunque carecen de flage- 
los. Estas bacterias se mueven sobre superficies sólidas 
mediante un mecanismo de deslizamiento. La movilidad 
por deslizamiento se presenta con frecuencia en el domi- 
nio Bacteria pero sólo se ha estudiado con detalle en unos 
cuantos grupos. Este tipo de movimiento, que permite 
alcanzar desplazamientos de hasta 10 m/s en algunas bac- 
terias deslizantes, es considerablemente más lento que el 
proporcionado por flagelos pero permite a la célula mo 
se por su hábitat. 


Los procariotas que se mueven por deslizamiento sue- 
len ser células filamentosas o bacilares (Figura 4.44) y el 
proceso require que exista contacto entre las células y una 
superficie sólida. La morfología típica de las colonias de 
una bacteria deslizante son peculiares, dado que las células 
se mueven y se desplazan del centro de la colonia (Figura 
3.440). Recuérdese que las colonias son masas de células 
bacterianas que se originan por la división sucesiva de una 
célula inicial (véase Sección 5.3). Algunas de las Бас! 
deslizantes más conocidas son las cianobacterias filames 
tosas (véanse Figura 4.444, b y Sección 1225), algunas Bac- 
teria Gram negativas como Myxococcus xanthus y otras 
mixobacterias (véase Sección 12.17), así como especies de 
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de los fagelos en sentido contrario a las agujas del reloj. La rotación contraria, en el sentido de las agujas del reloj, origina una voltereta y 


lego, cuando vuelve а producirse una nueva rotación contraria a las agujas del reloj, la célula se desplaza en una nueva dirección. (b) Polar: las 
blas cambian de sentido mediante inversión de la rotación flagelar, o bien, en el caso de flagelos unidireccionales mediante paradas periódi- 
оз que permiten la reorientación y luego el movimiento hacía delante por rotación de los flagelos en el sentido de las agujas del reloj. La flecha 
“amarla indica en cada caso el sentido del desplazamiento de la célula. 
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Bactonas deslizantes. (a. Б) La bactona flamentosa de gran tamaño Oscilatona princeps. (a) Micrografa, donde cada cálula tene 
ancho (b) Fotografia de filamentos destzándose sobre una capa de agar Las cótlas se desplazan por deslizarmento sobre una su- 


perticie sólida y los filamentos pueden utilizar un segundo lamento como superficie зода para el desizamiento (c, d) La bacteria deslizante Gram 
negativa Flavobactoriurn johnsorias. (с) Masas de células desplazándose del contro de la colonia por desizamento (cada colonia mido unos 2,7 mm 
де ancho) (d) Una cepa mutante que no es deslizante muestra la mortología colomai tipica de las bacterias no deslizantes (аз colonias benen un 
ато de 0.7-1 mm de diámetro), Para el mecanismo de deslizamiento que ha sido propuesto para Е johnsone, véase la Figura 4 45 


Cytophaga y Flavobacterium (véanse Figura 4.44c, d y Sec 
ción 12.31). 


Mecanismo de la movilidad por deslizamiento 
Aunque no se han identificado por completo los mecanis 
mos del deslizamiento, se han propuesto modelos para el 
deslizamiento bacteriano y existen pruebas de que proba. 
blemente exista más de un mecanismo. En el caso de las 

¡anobacterías (Figura 4.44a, b), se sabe que las células secre- 
tan un polisacárido mucoso sobre la superficie externa de 
la célula a medida que se deslizan. Esta sustancia mucosa 
parece estar en contacto tanto con la superficie celular como 
con la superficie sólida por la que la célula se desplaza; a 
medida que el polisacárido se va adhiriendo a la superficie 
la célula se desplaza por tracción. Esta hipótesis se apoya en 
la observación de que existen poros secretores de esta sus- 
tancia viscosa en la superficie de varias cianobacterias fila- 
mentosas. 


Sin embargo, parece claro que la secrección de este mate- 
rial mucoso no es el mecanismo de deslizamiento en el caso. 
de bacterias deslizantes que no son fototrofas. Por ejemplo, 
en el caso de Flavobacterium johnsonine (Figura 4:45), el meca 
nismo responsable probablemente se deba al movimiento. 
de proteínas de la superficie de la célula. En el modelo de 
F. jolmsonia proteínas específicas ancladas en la 
membrana citoplasmática y en la membrana externa que 
se piensa que impulsan a la célula hacia delante por un 
mecanismo del tipo de cadena continua (Figura 4:45). El 
movimiento de las proteínas de la membrana citoplasmá 
tica probablemente se deba a la energía liberada por la fuer- 
za motriz de protones (véanse Secciones 4.6 y 5.12), y éstas 
a su vez transmiten de algún modo esta energía a las pro- 
teínas de la membrana externa dispuestas en la superficie 
a modo de «correa sin fin» (Figura 4.45). Se interpreta que 
el movimiento de dicha cadena sobre la superficie sólida 
empuja literalmente a la célula hacia delante. 
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Моно propuesta paraa movida por dez 
lo on Fuvobacterium olmscrins y otras bacterias desizanios (ceo 
pr oi Or Mark Mid) (a) Corte longitudinal de una сва Gram ne- 
uv mostrando laa proteinas ospecficas de desramiento en ia mem- 
ana coplasmátia y en la membrana extema,() Vata detalaca. Зе 
риев пип exten onganchas (amarlo) өп el peptidogícano que co- 
падат determinadas protas cloplsmátcas par) proteinas de 
la mentxana externa (naranja), y las mpulaan a o largo де una super- 
le la. Абелове el sentido diferente dal movimiento да ша pro- 
Juas do la mombrana Coplasmática у де aca ипривада. 


Como otras formas de movilidad, el deslizamiento tiene 
una enorme importancia ecológica pues permite a la célula 
colonizar nuevos ambientes o interaccionar de modo bene- 
ficioso con otras células. А este respecto, es interesante seña- 
lar que las mixobacterias, que constituyen un ejemplo 
clásico de bacterias deslizantes, tienen un comportamiento 
social y un estilo de vida muy cooperativo donde la movi- 
lidad por deslizamiento favorece la interacción entre las 
células (ийе Sección 12.17) 


y otras їахіаѕ 


Muchos procariotas, aunque no todos, son móviles y es 
razonable suponer que la movilidad supone una ventaja 
selectiva en ciertas condiciones. En la naturaleza, los pro- 
fariotas se encuentran a menudo en presencia de gradientes 
Че agentes físicos y químicos; y los mecanismos de movili- 
dad en las células han evolucionado para responder а estos 
gradientes de modo positivo o negativo, dirigiendo el movi- 
miento de la célula hacia la molécula que actúa como señal, 
Den sentido contrario, Esos movimientos dirigidos se deno- 
minan taxías, y en los microorganismos existe una gran 
variedad de respuestas de dicho tipo. La quimiotaxis es la 


respuesta a agentes químicos, у la fototaxis es la respuesta 
ala luz; ambos son dos ejemplos conocidos de taxias sobre 
los que nos centraremos con más detalle. 

La quimiotaxis es un fenómeno que ha sido bastante 
bien estudiado en bacterias flageladas у, а nivel genético, se 
conocen los mecanismos por los que la maquinaria flagelar 
percibe la composición química del ambiente extracelular. 
Aquí nos referiremos únicamente a las bacterias lageladas, 
No obstante, algunas bacterias deslizantes también tienen 
movimientos quimiotácticos y fototácticos que, en el caso 
concreto de las cianobacterias fílamentosas, se conocen 
desde hace mucho tiempo. Pc” tanto, al igual que como las 
bacterias flageladas, las bacteı ‘as deslizantes también po- 
seen la capacidad de dirigir su maquinaria de movilidad, 
aunque por mecanismos aún dı sconocidos. 


Quimiotaxis 

Para comprender la quimiotaxis debemos centrar nuestra 
atención en el comportamiento de una sola célula bacte- 
riana enfrentada a un gradiente químico de una sustancia 
atrayente (Figura 446). A diferencia de los organismos 
superiores, los procariotas son demasiado pequeños para 
captar la existencia de un gradiente a lo largo de su cuerpo. 
En vez de eso, al moverse deben comparar el estado físico 
o químico de su entorno con el que existía unos segundos 
antes. Dicho de otro modo, las bacterias son capaces de res- 
ponder al gradiente temporal (más que al espacial) de las molé- 
culas señalizadoras durante su movimiento, 

La mayor parte de la investigación realizada sobre qui- 
miotaxis se ha llevado a cabo utilizando la bacteria Escheri- 
coli, que presenta flagelación peritrica, En ausencia de 
un gradiente, las células de E, coli se mueven al azar y rea- 
lizan carreras mediante las cuales las células se desplazan 
hacia delante de una forma suave; y también volteretas, 
mediante las cuales la célula se detiene y cambia de direc- 
ción girando al azar (Figura 4.464). De este modo, median- 
te sucesivas carreras y volteretas, la célula se desplaza al 
azar por su entorno, sin ir realmente a ninguna parte con- 
creta. Sin embargo, la presencia de un gradiente de una sus- 
tancia atrayente cambia este comportamiento de 
movimiento sin sentido. A medida que el organismo capta 
concentraciones más altas de la sustancia quimiotáctica, 
mediante el muestreo periódico de la concentración de la 
sustancia en el medio, las carreras son más frecuentes y las 
volteretas más escasas, El resultado neto de este comporta: 
miento es que el organismo se desplaza por el gradiente de 
concentración hacia concentraciones más elevadas de la sus- 
tancia atrayente (Figura 4.460). Silo que el organismo detec- 
ta es una sustancia repelente opera el mismo mecanismo, 
aunque, en este caso, es la disminución de la concentración de 
repelente (en vez del aumento, como en el caso de una sus- 
tancia atrayente) lo que estimula la frecuencia de las carre- 
ras y favorece su alejamiento. En una carrera, el movimiento 
hacia delante se produce cuando el motor lagelar gira en el 
sentido contrario a las agujas del reloj. En cambio, cuando 
los flagelos giran en el sentido de las agujas del reloj,el pena- 
cho de flagelos se abre, cesa el movimiento hacía delante y 
tiene lugar una voltereta (Figura 4.43). 

Enel caso de las células con lagelación polar, la situación 
es algo diferente. Muchas bacterias con flagelos polares, 
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ШЕ] Oumiotaxis en una bacteria con fagelaciên peritrica como Escherichia coll (а) En ausencia de un atrayente quimico se despla- 


та al azar mediante carreras y cambia de dirección mediante volteretas. (b) En presencia de una sustancia atrayente, las carreras se favorecen y 
la célula se muevo en la dirección del gradiente positivo de la sustancia atrayente, 


сото las especies de Pseudomonas, son capaces de invertir 
el sentido de rotación de sus flagelos como lo hacen las célu- 
las con flagelación peritrica invirtiendo de esta manera el 
sentido del desplazamiento (Figura 4.430). No obstante, 
otras bacterias con lagelación polar, como la bacteria foto- 
trofa Rhodobacter sphaeroides, sólo tienen flagelos que rotan 
еп el sentido de las agujas del reloj. Cabe preguntarse si 
tales células pueden cambiar su trayectoria y si son qui- 
miotácticas, La respuesta es afirmativa pues К. sphaeroides, 
que posee un único flagelo, detiene periódicamente la rota- 
ción de зи flagelo y durante ese breve momento la célula se 
reorienta al azar рог movimiento browniano. Cuando el fla- 
gelo comienza a girar de nuevo, la célula se desplaza en una 
nueva dirección (Figura 4430). De hecho, las células de R. 
sphaeroides son muy quimiotácticas frente а diversos com- 
puestos carbonados, y también muestran taxias en respuesta 
al oxígeno y a la luz (véase más adelante la explicación de 
estas taxias). Aunque R. sphaeroides no puede invertir su 
motor flagelar, su quimiotaxís es, en cierto modo, similar a 
la de E. сой, Cuando el gradiente de una sustancia atrayen- 
te aumenta, К. sphaeroides tiende a mantener sus flagelos 
rotando; pero cuando el gradiente de una sustancia atra- 
yente desciende o aumenta el gradiente de una repelente, 
las células se paran y reorientan su movimiento. 


Medida de la quimiotaxis 

El modo mediante el que una bacteria emplea los cambios 
temporales de concentración química para controlar la rota- 
ción del flagelo es complejo, е implica varios mecanismos 
reguladores a nivel genético y bioquímico. La explicación 
detallada de los mecanismos de la quimiotaxis se hará en el 
Capítulo 8 (fase Sección 8.11), pues este tema puede com- 
prenderse mejor en el contexto bioquímico y genético que 
allí se expone. Por ahora, basta decir que los mecanis- 
mos moleculares de la quimiotaxia requiren proteínas sen- 
soras que se sitúan en la membrana y que se denominan 


quimiorreceptores, capaces de captar el gradiente químico en 
función del tiempo y de interactuar con proteínas citoplas- 
máticas que condicionan la dirección de giro del motor fla- 
gelar. En definitiva, сото la rotación del flagelo determina 
si la célula efectúa carreras o volteretas, la quimiotaxis puede 
considerarse como un sistema de respuesta sensorial que diri- 
ge la función flagelar y que se regula químicamente. 

La demostración de la quimiotaxis bacteriana puede Ile- 
varse a cabo sumergiendo un pequeño capilar de vidrio, 
que contenga una sustancia quimiotáctica, en una suspen- 
sión de bacterias móviles que no contenga dicha sustancia. 
A partir de la punta del capilar se establece un gradiente 
еп el medio, de tal modo que la concentración disminuye 
gradualmente а medida que aumenta la distancia a la punta 
del capilar (Figura 4.474). Si el capilar contiene una sustan- 
cia atrayente, las bacterias se moverán hacia el capilar for- 
mando un enjambre alrededor del extremo abierto, у 
posteriormente muchas bacterias móviles se introducirán 
en el capilar (Figura 4470). Algunas bacterias se desplaza- 
rían dentro del capilar, incluso si contuviera una solución 
de la misma composición que el medio debido a movi- 
mientos al azar (Figura 4:470). Sin embargo, si se trata de un 
compuesto atrayente, la concentración de bacterias dentro 
del capilar será varias veces mayor que la que se registra 
fuera del capilar. Por otra parte, si el capilar contiene una 
sustancia repelente, la concentración de bacterias dentro 
del capilar resultará mucho menos que la de afuera (Figu- 
та 4474). Mediante estos métodos tan sencillos, es posible 
investigar las diversas sustancias químicas que muestran 
propiedad de atracción o repulsión para una bacteria deter- 
minada. 

La quimiotaxis también puede estudiarse microscópi- 
camente. Utilizando una cámara de vídeo que capte la posi- 
ción de las bacterias а distintos tiempos y marque la 
trayectoria de cada célula es posible visualizar este fenó- 
meno (Figura 4.47f). Este método ha sido adaptado a los 


Sustancia atrayente 


Семәз por tubo 


Sustancia repelente. 


Tempo 


0 


estudios de bacterias quimiotácticas en medios naturales, Se 
piensa que en la naturaleza los principales agentes qui: 
miotácticos para las bacterias son los nutrientes secretados 
por células microbiana de mayor tamaño, tales como los 
protozoos o las algas (Figura 4.47/), o рог los macroorga- 
nismos vivos о muertos. 


Fototaxis 
Muchos microorganismos fototróficos se mu 
luz, un proceso que se denomina fototaxis, La fototaxis tiene 
Та ventaja de permitir que un microorganismo fatotrófico se 
oriente adecuadamente para poder realizar una fotosíntesis 
más eficaz. Esto puede verse con facilidad si se hace incidir 
un espectro de luz a través de una preparación microscó- 
pica en un porta donde existen bacterias fototróficas móvi: 
les; las bacterias se acumulan en aquellas longitudes de 

nda en las que sus pigmentos fotosintéticos son capaces de 
captar la energía de la luz (Figura 448a) (véanse Seccio- 
nes 17.2 y 173 para una descripción de los pigmentos foto- 
sintéticos). 

Se han descubierto dos taxias distintas en los procario- 
tas fototróficos. Una, denominada escotofobotaxis, que puede 
odservarse sólo microscópicamente, se produce cuando una 
bactería fototrófica se desplaza por azar fuera del campo 
de ilus 
entrada en la zo 


¡nación del microscopio hacia la oscuridad. La 

de oscuridad afecta al estado ener, 
ula, y esto determina que la célula re 
voltereta, invi 


la dirección, y de nuevo se desplace en 
carrera, volviendo así a entrar de nuevo en la luz, 

Además de la escotofobotaxis, los microorganimos foto- 
tróficos llevan а cabo la fototaxis propiamente dicha, es 
decir ovimiento dirigido a favor de un gradiente de 
luz hacia zonas de intensidad luminosa creciente, Este 
meno es similar a una quimiotaxis positiva, excepto que en 
este caso el atrayente no es una sustancia química sino la 
luz. En algunas especies, tales como el fototrofo Rhodospi- 

m centenum, que es muy móvil (vénse Figura 4.39), las 
colonias enteras muestran quimiotaxis desplazándose al uní- 
sono hacia la luz (véase Figura 4.480), Aunque todavía no se 
conocen los mecanismos moleculares de la fototaxis, ра 
ce evidente que algunos componentes del sistema de regu: 
lación que controla la quimiotaxis participan también en la 
fototaxis, En particular, en ambos casos intervienen las pro- 
teínas citoplásmicas que controlan la dirección de rotación de 
los flagelos (las proteínas Che) (айке Sección 8.11). Esta evi- 
dencia proviene de los estudios realizados con mutantes 
de bacterias fototróficas deficientes en fototaxis; tales 
mutantes también son frecuentemente defectivos en qui 
miotaxis. El responsable de la orquestación de la respues- 
ta fototáctica es un fotorreceptor, análogo al quimiorreceptor 
pero capaz de detectar un gradiente de luz en vez de un 


ШҮҮ ссе para тез, ia quicio on bacterias ааба de un copla una suspensión bacteriana бола o mora al 
"tapar, comienza la formación del gradiente. (b) Acumulación de bacterias en el capilar que contiene una sustancia atrayente. (с) Capilar control 
(de сойле una solución salina cue п atrae ni rapele. La concentración де сёз dentro del copar es la misma que еп el esteros, Repl- 
ón de bacterias ро una sustancia repelente. (e) Cinética temporal que muestra el número de cólls en caplares con distintas sustancias. () 
llas де bacterias поез еп agua marna en las proximidades de una cêlula de un alga mancha blanca en el contr) detectadas mediante un 
tema con videocámara acoplado aun microscopio, Adverse cómo las células responden postvamente al oxigeno (aerotaxis) que el alga pro 
la nedane fotosintesis. La velocidad meca delas сав Һе de 25 ja E aiga lena unos 60 ктп de атоо. 
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absorben la energía luminosa. Un espectro de luz lumina un porta con una suspensión densa de bact элаз у, tras un tiempo, se produco un ай. 
mulo selectivo de bacterias. Las longitudes de onda a las que se producen los acúmulos son precisamente aquellas а las que la bacterlocioraf- 


гараг de absorber (compare con Figura 17.30). (b) Fototaxis de una colonia completa de la bacteria roja fototrota Ahodospiritum centenum 


өп un intervalo де 2 horas (tiempo cero, en la parte superior). Estas células, que son intensamente fototácticas, se desplazan de modo simula 


neo hacia la derecha, que es donde está situada la fuente de luz. Véase una micrografía electrónica de células de A. centenum en la Figura. 


gradiente químico. Se cree que el fotorreceptor inter 
па de algún modo con las proteínas que controlan la п 
ción de los flagelos, a fin de mantener la célu 
movimiento de carrera ві se encuentra desplazándose hacia 
una intensidad de luz crecien 


Otras taxias 

Una vez dilucidados los principios generales de los sistemas 
de respuesta sensorial, fundamentalmente a partir del estu- 
dio de la quimiotaxis, se está comprender 
ahora otras taxias en bacterias, como el movimiento de 
camiento о ale to al oxígeno (serotaxia, vénse Figura 
4А7/) о е1 de aproximación o huida de condiciones ambien: 
tales de elevada fuerza iónica (osmotaxis). En la mayoría de 
estos casos existe un mecanismo común: las células mues 
trean periódicamente su microambiente y procesan esta 
información a través de una vía de transducción de señales 
(véase Sección 8.11) que controla la dirección d 
del flagelo. Esto puede considerarse como un tipo simple 
de respuestas sensoriales, y una base teórica para exclarecer 
los mecanismos moleculares de las taxias bacterianas es pro- 
fundizar en el conocimiento de otras respuestas similares 
еп organismos superiores, como por ejemplo la transmisión 
nerviosa. Desde el punto de vista del comportamiento, 
puede decirse que los procariotas móviles se adaptan al esta- 
Чо químico y físico de su entorno y pueden acercarse о ale- 
jarse de ciertos estímulos, quizá como un medio de competir 
con éxito en la lucha por la supervivencia. 


Y_4.11-4.12 Revisión de conceptos 


Algunas bacterias son móviles por deslizamiento y otras por 
flagelos. Las bacterias móviles pueden responder a gradientes 
físicos y químicos del medio ambiente. En los procesos de quì 
miotaxis y fototaxis, el movimiento aleatorio de una célula pro- 
cariótica puede dirigirse a favor o en contra de una sustancia (o 
a favor o en contra de la luz, en el caso de un microorganismo. 
fototrofo) mediante el control de las frecuencias con que ocu- 


ө y las volteretas. El movimiento está controlado 
de rotación del flagelo, que а nde de 
un conjunto de proteínas sensoras y de respuesta. 


vez dep 


4 ¿En qué se diferencian la movilidad por deslizamiento y la 
1d por desplazamiento en medio líquido, 
los mecanismos y requerimientos? 


Z Defina el término quimiotaxis. 
¿Qué 
4 En qué difier 


una coltereta? 


rigina una carrera y qué origin 


La escotofobotaxis de la fototaxis? 


IV ESTRUCTURAS DE SUPERFICIE E 
INCLUSIONES DE PROCARIOTAS 


Además de las paredes celulares y de las capas de superfi 

as, consideradas anteriormente en este сарі 
tulo, algunos procariotas tienen otras capas más externas 
que contactan con el medio. Además, la mayoría de las célu- 
las pueden formar inclusiones celulares de uno u otro tipo. 
Normalmente, estas inclusiones suelen estar formadas por 
algún nutriente abundante en el entorno, que luego puede 
ser utilizado para sobrevivir en periodos de escasez de 
nutrientes. En esta sección, examinaremos algunas de estas 
estructuras. 


Estructuras de la superficie 
bacteriana e inclusiones celulares 


Los procariotas pueden producir muchas estructuras uni- 
das a la superficie celular o que emergen de alguna mane- 
ra de ella. No todas las bacterias contienen tales estructuras 
y, рог tanto, son formaciones opcionales, producidas por 
algunas clases de procariotas pero no por otras, 
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Fimbrias y pelos 

Las fimbrias y los pelos (pili) presentan una estructura simi 
lara la delos flagelos pero no confieren movilidad. Las fim- 
brias son considerablemente más cortas que los flagelos y 
mucho más numerosas (Figura 4.49), pero al igual que los 
flagelos son de naturaleza proteica. No se conoce con cer- 
teza la función de las fimbrias, aunque existen evidencias 
que indican que en algunos organismos favorecen la fija- 
ción a las superficies, como por ejemplo la fijación a tejidos 
animales en el caso de algunas bacterias patógenas, o bien 
la formación de películas o biofilms sobre superficies líqu 
das (ase Sección 19.3). 

Los pelos o pili son estructuralmente similares a las fim 
rias pero por lo general son más largos, y solamente exis- 
ten unos pocos sobre la superficie de las células. Los pelos 
pueden verse con el microscopio electrónico y funcionan 
como receptores específicos para algunos tipos de virus, 
por lo que pueden observarse fácilmente cuando están 
cubiertos de virus (Figura 4.50). También es evidente que los 
pelos participan en el proceso de la conjugación, como se 
discutirá en la Sección 10.9. Los pelos contrib 
mente a la fijación de algı 
dos hı 


ıs bacterias patóge 


‘5 a los teji- 


Capas superficiales paracristalinas (capas 5) 
Muchos procariotas contienen una capa en la superficie 
celular formada por proteínas en disposición bidimensio- 
nal. Estas capas se denominan capas S. Tales formaciones 
se han detectado en representantes de prácticamente todos 
los grupos filogenéticos d 
universal en el dominio Archaea. En algunas especies de 
estas últimas, la capa S actúa también de pared celular (cese 
Sección 4.8). La capa 5 tiene una apariencia cristalina y 
adopta disposiciones de simetría variadas, como hexago- 
ml, tetragonal o trimórica, dependiendo del número y 
estructura de las subunidades proteicas o glicoproteicas 
que la forman. La Figura 4.340 muestra una micrografía 
electrónica de una capa S. 

Se desconoce la función principal de las capas 8. Como 
presenta una zona de interfase entre la célula y su entorno, 
ss probable que en las células que posean capa 5 func 
tomo una barrera de permeabilidad externa, permitiendo 
el paso de sustancias de bajo peso molecular y excluyendo 
moléculas grandes, Además, en las bacterias patógenas las 
араз 5 pueden actuar como elementos de protección fren 
lea ciertos mecanismos de defensa del hospedador 


Bacteria y su presencia es casi 


Cápsulas y capas mucosas: el glicocálix 
En muchos casos, los organismos procarióticos secretan en 
su superficie materiales viscosos y pegajosos (Figura 451). 
Estos materiales suelen ser polisacáridos, y en algunos casos 
proteínas. En ocasiones se emplea el término cáspsula o 
tapa mucosa para describir esta сара de polisacárido, у 
también se utiliza el término glicocálix como designación 
mîs amplia. El glicocálix se define como el material poli 

Sacaridico que se extiende alrededor de la célula. La com- 
Posición de estas capas varía en los diferentes organismos 
y puede ser gruesa o fina, rígida o flexible, dependiendo 
dela naturaleza química en cada organismo determinado. 
Las capas rígidas se organizan сото una matriz impermea- 


ГЕТ] Mcrografa electrónica de una cólula de Salmonella 
ТУР өп división, mostrando fambrias y flagelos. Cada cólula tene 
unos 0.9 ит de diámetro, 


ble que excluye algunos colorantes, tales como la tinta 
china, y constituyen lo que se suele denominar cápsula 
(Figura 4.510). Si el glicocálix se deforma fácilmente, по 
excluye partículas y es más dificil de visualizar, se deno- 
nina entonces cupa mucosa. 

El glicocálix desempeña varias funciones en las Бас 
terias. Las capas de polisacárido externo son importantes 
еп la adherencia o fijación de algunos microorganismos pa 
tógenos a sus hospedadores, Como se comentará en la 
Sección 21.6, la entrada de microorganismos patóg 
el cuerpo del hospeda 


se realiza normalmente a través 
de vías específicas, debido a la existencia de fenómenos de 
interacción superficial entre los componentes más externos 
de la célula (como el glicocálix) y del tejido del hospeda- 
dor. El glicocálix tiene también otras funciones. Se ha visto 
que las bacterias con cápsula resisten mejor la acción de 

ulas fagocitarías del sistema inmunitario (vénse Sec 
ción 22.2). Además, como las capas de polisacárido proba 
blemente retienen una cantidad importante de agua, se 
piensa que el glicocálix puede contribuir a la resistencia y 
a la desecación. 


La presencia de los pelos (pi) en una célula de Es- 
Chenicria сой se evidencia mediante virus que se adhieren ospecifica- 
mente a los рй. La célula tiene unos 0,8 ит de diámetro 
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sula en especies de Acinetobacter por 
tinción negativa con tinta china y obser- 
vación por microscopia de contraste de 
ases. La inta china по penetra la сар- 
ula, de modo que su contomo queda re- 
velado como una estructura más clara 
sobre un fondo oscuro. (b) Micrografía 
electrónica de un corte fino de una сёш- 
la de Rhizobium tritoli teñida con rojo de 
rutenio para visualizar la cápsula. El 4- 
metro de la célula sin contar con la cáp- 
sula es de unos 0,7 um. Aunque la 
mayoria de las cápsulas están compues- 
tas por polisacárido, algunas bacterias 
poseen cápsulas de proteínas. Las célu- 
las де Bacillus anthracis, por ejemplo, un 
organismo asociado а la producción de 
enfermedad en animales y al biotemoris- (а) 
то (ийзе Sección 25.11), contiene una 
cápsula de Acido poli-o-glutámico que 
protege a las células de la destrucción 

por las defonsas del hospedador 


Polímeros carbonados de reserva 

En el interior celular se observan a menudo gránulos y otras 
inclusiones. La naturaleza de estas inclusiones varía según 
los distintos organismos, pero en general su función es 
almacenar energía o actuar como reserva de los precursores 
estructurales necesarios para la síntesis de las macromolé 
culas. Las inclusiones se pueden observar directamente con 
el microscopio de contraste de fases, pero su contraste 
puede aumentar mediante colorantes. Las inclusiones tam- 
bién se observan muy bien por microscopía electrónica 
(Figura 4.52). La mayoría de las inclusiones están rodeadas 
por una fina membrana que consta sólo de una monocapa 
de lípidos que aislan la inclusión del citoplasma propi 
mente dicho, por lo que no tiene la estructura típica de una 
unidad de membrana. 

Una de las inclusiones más comunes entre los proca- 
riotas consta de ácido poli-$-hidroxibutírico (PHB), un 
compuesto lipidico formado por unidades de ácido B-hi 
droxibutírico (Figura 4.524). Los monómeros de este ácido 
se unen por enlaces éster hasta formar largos polímeros de 
РНВ cuyas moléculas se agregan formando gránulos (Figu- 
ra 452b). La longitud de estos polímeros varía considera- 
blemente desde 4 unidades hasta 18 unidades en algunos 
microorganismos. Se ha acuñado el término general de pol 
hidroxialkanoatos (PHA) para describir esta clase colecti 
va de polímeros que pueden actuar como reserva de 
carbono y energía. Muchos procariotas, tanto pertenecien- 
tes al dominio Bacteria como Archaea, producen PHAS. Otro 
producto de reserva que los procariotas pueden sintetizar 
es el glucógeno, un polímero de glucosa (véase Sección 3. 
y Figura 3.6). Como los PHAs, el glucógeno es un depósi- 
lo de carbono y energía que se acumula cuando la fuente 
de carbono está en exceso en el medio. 


® 


Rey ng 


® 


Pol ê-hidroxibutirato (PHB), (a) Estructura química del 
PHB, un poli-ê-hidroxialcanoato muy común. Se indica cada unidad. 
monomérica. En otros polímeros de alcanoatos, el grupo —CH, sobre 
el carbono se sustituye por cadenas hidrocarbonadas más largas. (b). 
Micrografía electrónica de cortes finos de la bacteria fototrofa Rhoda- 
Vibrio sodomensis mostrando gránulos de PHB. 
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Otras inclusiones y sustancias de reserva 
Muchos microorganismos acumulan grandes reservas de 
Fosfato inorgánico en forma de gránulos de polifosfato. 
Estos gránulos pueden degradarse y utilizarse como fuen- 
tede fosfato para la síntesis de ácidos nucleicos y de fosfo- 
lípidos, у para sustentar el crecimiento. Además, algunos 
procariotas son capaces de oxidar compuestos reducidos 
del azufre, como sulfuros y tiosulfatos. Estas oxidaciones 
están ligadas a reacciones metabólicas que producen ener- 
gía (vénnse Secciones 17.8 y 17.10) о a procesos de biosínte- 
sis (vénse Sección 17.6), pero en ambos casos se puede 
acumular dentro de las células el azufre elemental resul- 
tante en forma de grandes gránulos visibles (Figura 4.53). 
Los gránulos de azufre elemental se forman mientras com- 
puestos de azufre reducido están todavía presentes en el 
medio. No obstante cuando la fuente se azufre reducido 
llega a ser limitante, los gránulos de azufre se oxidan, gene- 
falmente a sulfatos, y desaparecen lentamente a medida 
que se produce esta reacción 

Los magnetosomas son partículas cristalinas intrace 
lulares del mineral de hierro magnetita, FeO, (Figura 454). 
Los magnetosomas convierten a las células que los poseen 
en un dipolo magnético permanente sometido a la in- 
fluencia de cualquier campo magnético. Las bacterias que 
producen estas inclusiones poseen magnetotaxis, proceso 
mediante el que se orientan y se deplazan siguiendo las li- 
meas de un campo magnético (vénse Sección 12.14). Aun- 
que en el término magretotaxís aparece el sufijo «taxis, no 
hay pruebas de que las bacterias magnetotácticas utilicen 
Jossistemas sensores propios de las bacterias quimiotácti 
as o fototácticas (véanse Secciones 4,12 y 8.11), 
miento de los magnetosomas еп la célula, les confiere 
simplemente propiedades magnéticas que permiten su 
orientación en una dirección particular de movimiento. Se 
han descrito magnetosomas en muchas especies acuáticas 
Че Bacteria (Figura 4.540), La mayoría crecen mejor a con 


ШШ oa mico da ds cs ace 
а del azufre Isochromatium Биеп. Obsérvense los glóbulos de azu- 
cc ca ea a: 


© 


IIED esas magnelotacticas y magnetosomas. (a) МЕ 
<rograña de contraste interterencial de bacterias magnatotácticas 
сосодез con magnetosomas. Cada céla mide 22 um de бате (o) 
Magnetosomas aislados de la bacteria Magnetosoiru magnetotac- 
боот. Cada particula tiene una longitud de unos 50 nm (véase Figura 
1232) (c) Merografia electronica de ao aumento delos magnetoso- 
mas de una bacteria magnetotáctica cocoide. La echa señala la mem- 
trana que rodea сада magnetosoma, Cada magnetosoma es aqui de 
unos 90 nm de ancho. Aunque la membrana del magnetosoma contie- 
те picos y proteinas, como la membrana del PHB (ase Figura 4.52) 
єз una monocapa у no una auténtica «unidad» de membrana. 
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centraciones de oxígeno muy bajas, lo que parece indicar 
que probablemente una de sus funciones esenciales sea la 
de guiar a las células acuáticas hacia el fondo, junto a los 
sedimentos, donde las concentraciones de oxígeno son me- 

Los magnetosomas se hallan rodeados de una mem- 
brana que contiene fosfolípidos, proteínas y glicoproteínas 
(Figura 4.54b, c). Esta membrana no es una unidad de mem- 
brana, como lo es la membrana citoplasmática (Figura 4.17) 
sino una monocapa de membrana, como la que rodea los 
gránulos de poli-f-hidroxibutirato (PHB, Figura 4.52). Es 
posible que las proteínas de la membrana del magnetoso- 
ma favorezcan la precipitación del Fe” (captado por la célu- 
la en forma soluble por la acción de agentes quelantes) hasta 
Fe,O,. La morfología de los magnetosomas parece ser espe- 
cifica de cada especie, y la forma puede ser cuadrada, rec- 
tangular o acicular dependiendo de las especies bacterianas 
(Figura 4.54) 


/_4.13 Revisión de conceptos 


Con frecuencia, los pro 
que emergen de la célula o que se presentan en su interio 
ellas se encuentran las fimbrias, los pili, las capas S, l 

0 capas mucosas, polímeros de reserva y magnetoso 
embargo, a diferencia de los orgánulos de las células eu 
cas, estas estructuras no está unidad de 
membrana típica, 


rodeadas por un 


Y ¿En qué se diferencian las fimbrias de los pili, en с 
su estructura y función? 


4 ¿Qué es el poli-f-hidroxibutirato y cuál es su función? ¿En 
qué condiciones se sintetiza este material? 


Z ¿Quésson los magnelosomas, cuál es su fun 
piedad adquieren las сё 


ЕЕ vestcutas de 


Numerosos procariotas que flotan en los lagos y еп el mar 
poseen vesículas de gas que son las responsables de la По- 
tabilidad de estas células. Las vesículas de gas representan 
una forma de movilidad que permite que las células floten 
dentro del agua a diferentes alturas, en función de los fac- 
tores microambientales. Los ejemplos más llamativos de 
flotación debida a estas estructuras se observan en las cia- 
nobacterias que se acumulan masivamente en los lagos 
(Figura 4.55). Las células con vesículas de gas ascienden a 
la superficie del lago y se acumulan por el viento en den- 
sas masas. Las vesículas de gas también se encuentran en 
algunas bacterias fototrofas rojas y verdes (vénse Seccio- 
nes 122 y 12.32), así como en bacterias no fototrofas que 
viven en lagos y estanques. Algunas Archaea también con- 
tienen vesículas de gas. 


y qué pro- 


Estructura de las vesículas de gas 

Las vesículas de gas son estructuras fusiformes, huecas pero 
rígidas, de longitud y diámetro variable. La longitud de las 
vesículas de gas varía de 300 a más de 1.000 nm y la anchu- 


ШЕШЕ поз» carctaciras con vescias de pasan 
un lago feo en nutrientes. Lago Mendota, Madison, Wisconsin 


ra de 45 a 120 nm, pero estos parámetros son constantes 
para cada organismo, Se localizan en el citoplasma en 
número variable, desde unas cuantas por célula hasta varios 
centenares. La membrana de las vesículas de gas se com 
pone sólo de proteinas, tiene unos 2 nm de espesor y es 
impermeable al agua y a solutos, pero permeable a los 
gases; por tanto, aparecen como estructuras llenas de gas 
rodeadas por los constituyentes del citoplasma (Figu- 
ra 4.56). La presencia de vesículas de gas puede detectarse 
рог microscopía óptica, donde los grupos de vesículas apa- 
recen como inclusiones brillantes irregulares, o por micros: 
сора electrónica (Figura 4,57) 


Estructura molecular de las vesículas de ga: 
Las vesículas de gas contienen sólo dos tipos de proteínas 
(Figura 4.58). La proteína principal se denomina GvpA у 
ез una proteína pequeña, muy hidrofóbica y muy rígida. 
La rigidez es esencial para que la estructura de las vesícu 
las de gas resista las presiones que se ejercen sobre ella 


Micrografia electrónica de transmisión de vesiculas de 
gas purificadas de la bacteria Ancyclobacter aquaticus observadas me- 
ante tinción negativa. Cada vesícula gaseosa tiene un diámetro apro- 
ximado de 100 nm. Reproducido con permiso de Allan E. Konopka, 
J.C. Lara y dames Staley, 1977. Archives of Microbiology 112:133-140, 
©1977 por Springer Verlag GmbH & Co. KG. 
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ОД Vesiculas de gas de las cianobacterias Anabaena y 
Microcystis. (a) Anabaena flosaquae, La célula del centro es un hate- 

тоо que carece de vacuolas de gas. En las otras células, las vesi- 

tulas se agrupan como objetos brillantes que dispersan la uz (lechas) 
(Ы Mcrografía electrónica de transmisión de la cianobacteria Mı 

Grocystis. Las vesículas torman acúmulos que aquí aparecen seccio- 

ados transversal у longitudinalmento. 


СЕТЕ осоо de interacción de las dos proteinas, GvpA y 
BıpC, que forman en las vesículas de gas una estructura impermea- 
bie al agua pero permeable al gas. GvpA forma los ejes y presenta una 
disposición rigida en hoja В. GvpC actúa como un agente de entre- 
úEnuzamiento y presenta una disposición en hálicen (véanse Sección 3.7 
y Figura 3.16). 


desde fuera. СУРА es la proteína estructural y constituye 
hasta el 97% de la proteína total de la vesícula. Existe una 
segunda proteína denominada GvpC minoritaria y cuya 
función es reforzar la vesícula de gas (Figura 4.58). 

Las vesículas de gas están formadas por varias copias de 
la proteína СУА alineadas como capas paralelas, forman- 
Чо una superficie impermeable al agua, Las capas de GvpA 
se presentan reforzadas por GvpC, que entrelaza y man- 
tiene unidas las cadenas de la proteína principal СУРА en 
una estrucutra reticulada (Figura 4.58). La forma final de 
la vesícula de gas depende de cómo se dispongan GvpA y 
СурС para formar la vesícula intacta; y puede variar desde 
un aspecto largo y fino a una forma corta у achatada (com- 
párense las Figuras 4.56 y 4570) 

La membrana de las vesículas de gas es permeable a los 
gases, y la composición y presión del gas que se contiene 
en ellas es la misma que la del gas en el medio en el que 
se encuentra el organismo. Como las vesículas de 
presentan una densidad aproximada del 5-20% de la que 
posee el resto de la célula, dichas vesículas disminuyen la 
densidad celular y, por tanto, incrementan su flotabilidad. 
En el caso de los Organismos acuáticos fototrofos esta 
estrategia es muy beneficiosa, ya que en una columna de 
agua les permite ajustar verticalmente su posición a regio- 
nes donde la intensidad de luz sea óptima para la foto: 
síntesis. 


/_4.14 Revisión de conceptos 


Las vesiculas de gas son pequeñas estructuras llenas de gas y 

ıs por proteínas, cuya función es permitir la flotabilidad 
de las células. Estas vesícul en dos proteínas difere 
tes que se disponen formando una estructura reticular permea- 
ble a los gases pero impermeable al agua 


4 iEn qué benefician las vesículas de gas a las células fototrofas? 


4 ¿Cómo se disponen las dos proteínas que forman las vesi- 
culas de gas, GvpA y GVpC, para dar lugar а шпа mem. 
brana proteica impermeable al agua? 


EZE Ertosporas 


Algunas especies del dominio Bacteria producen en el inte- 
rior de sus células estructuras especiales llamadas endos- 
poras (Figura 4.59) durante un proceso denominado 
esporulación (véase Figura 4.63). Las endosporas son células 
diferenciadas extraordinariamente resistentes al calor y difí- 
ciles de destruir, incluso por agentes químicos muy agres 
vos. Las bacterias que forman endosporas se encuentran 
habitualmente en el suelo y puede decirse que cada mues- 
tra de suelo contiene alguna endospora, Entre las bacterias 
formadoras de endosporas, los géneros mejor conocidos 
son Bacillus y Clostridium. 

El descubrimiento de las endosporas bacterianas tuvo 
una gran trascendencia para la microbiología, porque el 
conocimiento de la existencia de estas formas tan resisten- 
tesal calor fue decisivo para desarrollar procedimientos de 
esterilización; no sólo para medios de cultivo sino también 
para alimentos y otros productos perecederos. Aunque 


zación intracelular. (a) Terminal, (b) Subterminal (с) Central. 


otros organismos diferentes a las bacterias forman esporas, 
la endospora bacteriana es única en cuanto a su grado de 

istencia. Las endosporas son también resistentes 
û otros agentes como la desecación, la radiación, los ácidos 
y los desinfectantes químicos, y pueden permanecer en 
estado de latencia durante periodos de tiempo muy largos 
(véase el recuadro «¿Cuánto tiempo puede sobrevivir una 
endospora?), 


Estructura de la 

Las endosporas (cuyo nombre alude al hecho de que se 
forman dentro de la célula) se observan fácilmente con el 
microscopio óptico como cuerpos muy refringentes (nase 
Figura 4,59). Las endosporas son muy impermeables a los 
colorantes, por lo que a veces ве ven como regiones зіл 
teñir dentro de las células que han sido teñidas con colo- 
rantes básicos como el azul de metileno. Para teñir las espo- 
ras se utilizan métodos específicos de tinción. La estructura 
de la espora tal como aparece al microscopio electrónico 
es muy diferente de la de la célula vegetativa. Como se 
aprecia en la Figura 4.60, es mucho más compleja y pre- 
senta muchas capas superficiales. La capa más externa es 
el exosporio, una fina y delicada cubierta de naturaleza 
proteica. Por debajo de ésta se encuentra la cubierta de la 
espora, que se compone de varias capas de proteínas espe- 
cificas de la espora. Por debajo de la cubierta de la espora 
se localiza el córtex, que no es más que una capa de pepti- 
doglicano con uniones laxas. Internamente, y por debajo 
del córtex, se presenta el núcleo o protoplasto de la espo- 
та, que contiene la pared celular normal (similar a la de la 
célula vegetativa), la membrana citoplasmática, el cito- 
plasma, el nuclevide, etc, (véanse Sección 2.1 y Figura 2.14). 
Por tanto, en esencia, la endospora se diferencia estructu- 
ralmente de la célula vegetativa en el tipo de estructuras 
situadas fuera de la pared del núcleo de la еврога. 

Un compuesto químico característico de las end 

таз, ausente en las células vegetativas, es el ácido dipicolí- 
nico (Figura 4.61). Este compuesto se ha encontrado en 
todas las endosporas examinadas y se localiza en el núcleo 
Че la espora. Las esporas son también muy ricas en iones 
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calcio, que en gran parte se combinan con el ácida dipico- 
línico. Los complejos formados de dipicolinato cálcico 
suponen aproximadamente el 10% del peso seco de la 
endospora. 


Propiedades de la endospora 

El núcleo de una endospora madura difiere mucho de la 
célula vegetativa de la cual deriva. Además del abundante 
contenido en dipicolinato cálcico (Figura 4.61), el núcleo de 
esta estructura se presenta en un estado parcialmente des- 
hidratado y contiene sólo el 10-30% del agua de la célula 
vegetativa, por lo que la consistencia del citoplasma se 
corresponde con la de un gel denso, La deshidratación 
aumenta mucho la termorresistencia de la endospora y al 
mismo tiempo le confiere resistencia frente a sustancias quí. 
micas, como el peróxido de hidrógeno (HO, y hace que 
las enzimas estén inactivadas. 

Además del bajo contenido en agua, el pH del cito- 
plasma de la endospora es aproximadamente una unidad 
menor que el de la célula vegetativa, y contiene niveles 
elevados de proteínas específicas denominadas peques 
ñas proteinas ácido-solubles de la espora (SASPs). Estas pro- 
teínas se forman durante el proceso de esporulación y 
tienen al menos dos funciones. Por un lado, se unen fuer- 
temente al DNA y lo protegen de la lesión potencial de 
las radiaciones ultravioletas, la desecación y el calor seco, 
Por otro lado, las SASPs pueden servir como fuente de 
carbono y energía para el desarrollo de una nueva célula 
vegetativa a partir de la endospora, proceso que se deno- 
mina germinación (у que expondremos más adelante en est 
sección). 


Formación de la endospora 
Durante la formación de la endospora, una célula vegetas 
tiva se convierte en una estructura inerte y termorresis 


te (Figura 4.62). Como se ha descrito previamente у 
resume en la Tabla 4.2, las diferencias entre la endospora 
la célula vegetativa son realmente importantes. La евро! 
lación supone una compleja serie de procesos de diferen 
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¿Cuánto tiempo puede sobrevivir una endospora? 
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indican que pueden per- 
Manacer viables (es decir, capaces de ger- 
таг para dar cólulas vegotatvas) como 
minimo durante vanas décadas y probablo- 
Denta durante mucho más tempo. En 1981 
ме colocó en un medio de cultivo una sus- 
pensión do esporas de Clostridium aceticum 
(Fgura 1а) preparada en 1947 y. 34 años 
después, comenzó a crocar өп menos de 12 
horas dando lugar a un cultivo. Clostridium 
донісит tve aislado originalmente en 1940 
poral holandós K. T. Wieringa y во скуб que 
Масол as osporas se había perdido hasta 
que че encontrado en un almacén de la Uni- 
verdad de Сайкитиа өп Borkaly у posterior: 
mento roaciivado" 

Existon otros ejemplos documentados 
sobre ia longevidad де las ondosporas Las. 
bactorias tormófis del género Thermoact- 
nomcos son formadoras de endosporas y 
enen una amplia distribución өп ol suelo, 
humus, y mataria vegotal on tormantación, El 
апа microbiológico до los restos arqueo- 
сов romanos hallados en el Reino Unido, 
y atados hace unos 2000 años, permitieron 
descubrir un gran número до esporas viables 
40 Thormaactnomycos өп distintas muestras 
de residuos Además, se recuperaron espo- 
аа de Thermoactnomyces en Iracciones de 
stos de sadmentos en un lago de Mine- 
мша con una antiguedad de unos 7.000 
años. Aunque siempre os posible una conta: 
посі, en estos estudios se procesaron las 
т\өвтав do tal modo que se descartó cual- 
quier contaminación por esporas actuales” 

Qué lactores podrian limitar la edad de 
una endospora? Uno de los factores más 
Importantes que se ha tenido en cuenta es la 
dación cósmica, que puede producir muta- 
Sones en el ОМА? La hipólasis que se bara- 
jae que, durante miles de años, los efectos 
"acumulativos de las radiaciones cósmicas. 
podrian producir multitud де mutaciones en 
ıslgenoma de un organismo capaces de alec- 
н йо a estructuras tan resistentes сото 
las endosporas; stas torminarian por monr 
дв a las lesiones gonáticas producidas. 
Эп embargo, las extrapolaciones efectuadas. 


а 


Figura 1 Longevidad de las endospo- 
ras. (a) Fotografía de un tubo contenien- 
do esporas de la bacteria Clostridium 
aceticum, preparada el 7 de mayo de 1947. 
Tras permanecer en estado Istonte por 
más de 30 años, las esporas ве sembra- 
топ өп un medio de cultivo y el crecimien- 
to ocurrió en 12 horas'. (b) Bacterias haló- 
filas atrapadas en el interior de cristales. 
де sal Estos cristales se obtuvieron artt 
Mclalmente en al laboratorio estando pre- 
sentes células de Halobacterium (color 
naranja), que permanecieron vistes en el 
interior. Se ha descrito que cristales simi- 
lares a éstos, pero procedentes е! perio- 
Чо Pérmico (hace unos 250 millones de 
anos). contenian endosporas bacterianas 
viables’. 


a partir de auténticas valoraciones experi- 
mentales sobre los electos de la radiación 
natural en las endosporas sugieren que si 
stas se protegen parcialmente, por ejemplo, 
'embebidas on ostratos de materia orgánica. 
las esporas pueden seguir siendo viables. 
durante periodos de hasta varios cientos de 
mias de años y quizá mun más. Asombroso, 
pero, Les éste е! limite máximo? 

En 1956 un grupo de cienlicos publicó la 


extinguida atrapada on el ámbar de una ега 


¡geológica conocida. La presencia de bacto- 
as lormadoras de endosporas en estas abe- 
Jas ве había sospechado ya en estudios de 
microscopia electrónica del intestino de insec- 
10s. que tenian estructuras parecidas а las. 
endosporas y en los que se había recupera- 
о DNA parecido al de Bacillus. Las mues- 
паз de tejido de abeja se incubaron өп un 
medio de cultivo estûr que rápidamente per- 
та ol desarrollo de bacterias lormadoras de 
endosporas. Se tomaron rigurosas precau- 
ciones para demostrar que la bacteria capaz. 
дв formar endosporas, rovwida a partir de la 
abeja incrustada өп el Amba, no era debida 
а una contaminación. Un hecho Incluso màs 
sorprendente fue el aislamiento де bacterias 
halóftas formadoras de endosporas а partir 
de inclusiones en cnstales salinos proceden- 
tes del periodo Pormico, es decir, de hace 
más de 250 millones de años" So supone 
quo estas bacterias quedaron alrapadas den- 
то del cristal de salmuera cuando se formó. 
(Figura 10) y que han permanecido viables. 
durante tantos años 

Si ostas allrmaciones sobre la increible 
longevidad de las endosporas se contirman 
mediante la repetición de los mismos rosul- 
tados en laboratorios independientes (y dicha 
confirmación es decisiva para aceptar un 


ble de que la endospora, una estructura que 
чп duda apareció ovolutvamente рага ayu- 
даг a las cólulas а mantener su viabilidad 
durante periodos de tompo relativamento 
cortos. ha sido tan bien diseñada que Incluso 
puede permanecer latente y en estado viable 
por cientos de miles о millones de años. 


* вош, М. F Mayor y С, Goltachah, 1961, Cios- 
enum aceticum Waringa) а meroorgarsme pro- 
ducing acetic acid пот molecular hydrogen and 
Sarton donida. Arch Microbiol 128 288-293, 

= Gost, H. y 1 Mandelstam, 1987. Longevity of 


* Cano, PLL y MK Borueki, 195. Revival and idan: 
Wicaton of bacterial sporea 025.0 

la Dominican ambar. Science 268 1080-1064, 

* Vreeland, RH, WO. Rosenzweig y DM, Powers, 
2000, Isolation ol a 250 тану уш-ок haloioierart 
bacterium irom а primary зай crystal, Май 407. 
597-200. 
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La ondospora bacteriana. (а) Microgralía oiectrónica 
бе transmisión de una endospora madura de Bacillus megaterium. (Б) 
Micrografía de fluorescencia de una célula de Bacillus subtlis en el pro- 
ceso de esporulación. La zona verde se debe a un colorante que tiñe 
especificamente una proteina en la cuticula de la endospora. 


ción celular. La esporulación bacteriana no se produce 
durante el crecimiento exponencial, sino únicamente al 
cesar el crecimiento como consecuencia de la limitación de 
un nutriente esencial. Por esta razón, una bacteria típica 
formadora de endosporas, como por ejemplo Bacillus, deja 
decrecer vegetativamente e inicia la esporulación tan pron- 
to como se agota alguno de los nutrientes críticos, como la 
fuente de carbono o la fuente de nitrógeno. 

La conversión de una célula vegetativa en endospora se 
basa en muchos cambios en la expresión de los genes de la 
célula. Los cambios estructurales que se producen durante 


О 
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Grupos tarboxdkcos ácidos 


Ácido dipicolínico (ОРА). (a) Estructura del DPA- 
(Ы Entrecruzamieto de Са?" con las moléculas de DPA para formar 
un complejo. 


la esporulación en Bacillus se muestran en la Figura 4.63 y 
el proceso puede dividirse en varias fases. En Bacillus sub- 
tilts el proceso completo de esporulación dura 8 horas y se 
ha estudiado con detalle, Mediante estudios genéticos con 
mutantes de Bacillus, cada uno de los cuales presenta un 
bloqueo en una de las fases de la esporulación, se ha demos- 
trado que hay alrededor de 200 genes implicados en el pro- 
ceso. La esporulación requiere el cese de la síntesis de 
algunas proteínas funcionales en la célula vegetativa y la 
síntesis de nuevas proteínas específicas (wase Figura 4.600). 

Esto se lleva a cabo mediante la activación de diversos 
genes como spo, ssp (que codifica las SASPs) y muchos otros, 
en respuesta a estímulos ambientales que inducen la espo- 
rulación. Las proteínas codificadas por estos genes catalizan 
los cambios que conducen a la formación de una endospora 
deshidratada y metabólicamente inerte, pero muy resisten- 
te, a partir de una célula vegetativa hidratada y metabóli- 
camente activa (Tabla 4.2 y Figura 4.63). 


Germinación 

Опа endospora es capaz de permanecer en estado de laten- 
Ча durante muchos años (oase el recuadro «¿Cuánto tiem- 
po puede sobrevivir una endospora?»), pero también ве 


Espora madura" $ 


GEELY Formación de la endospora. Micrografia de contras 


te de fases de células de Ciostridiun pascu. 
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Estructura Célula Gram positiva pica; Connex grueso 
unas pocas Gram negativas Сй 
Emporio 
Apariencia microscópica No retráctil катай 
Contenido en calcio Bajo Elevado 
Acido dipiolínico Ausente Presente 
Actividad enzimática Elevada Baja 
Metabolismo (consumo de 04) Elevado Bajo o ausente 
Sintesis macromolecular Presente лоте 
MRNA Prente Bajo o ausente 
Resistencia al calor Baja Elevada 
Resistencia a la radiación Ге Elevada 
Fasistencia a compuestos químicos (por ejemplo, Н.О) y ácidos Bajo Elevado 
Tinción por colorantes тее Solotele mediante métodos especiales 
Acción dela кота Sensible Resistente 
Contenido еп agua Elevado, BAN. Bajo, 10-25% en el contro 
исә proteinas solubles en cido (producto de los genes жу) Ausentes Presente 


PH citoplásmico 


puede dar lugar a una célula vegetativa de un modo rela- 
livamente rápido. Este proceso ocurre en tres pasos: acti- 
vación, germinación y crecimiento (Figura 4.64). 

La activación se realiza fácilmente por el calentamiento 
delas endosporas recién formadas, durante varios minutos 
а una temperatura subletal pero elevada. Las endosporas 


рН entre 5,560 (en el núcleo) 


activadas quedan así condicionadas a germinar cuando se 
colocan en presencia de los nutrientes adecuados, La ger- 
minación es normalmente un proceso rápido que ocurre en 
cuestión de minutos y supone la pérdida de refringencia 
de la espora, un aumento en la capacidad de tinción por 
colorantes, y la pérdida de la resistencia al calor y a sus- 
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como de análisis microscópicos. 


Fases en la formación de una espora Las fases señaladas (enumeradas del 0 a VI) han sido denidas tanto а part de estudios 
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tancias químicas. En esta fase se produce la desaparición 
del dipicolinato cálcico y de los componentes del córtex, y 
se degradan las SASPs. La siguiente fase, el crecimiento, se 
caracteriza por un hinchamiento visible de la айша debido 
a una acumulación de agua y por síntesis de novo de RNA, 
proteínas y DNA, Finalmente, la célula emerge una vez rota 
la cubierta de la endospora y se divide (Figura 4.64). La 
célula continúa luego en crecimiento vegetativo hasta que 
nuevamente detecta señales ambientales que ponen en mar- 
cha la esporulación. 


Diversidad y aspectos filogenéticos 

de la formación de la endospora 

¿Es muy habitual el proceso de formación de endosporas? 
Se ha visto que cerca de 20 géneros de Bacteria son capaces 


de esporular (vénse Tabla 1225), aunque el proceso solo se 
ha estudiado con detalle en unas pocas especies de los géne- 
ros Bacillus y Clostridium. No obstante, muchas de las claves 
para la supervivencia de la endospora, como la formación 
de complejos de dipicolinato cálcico (Figura 4.61) y la pre- 
sencia de genes específicos de esporulación, parecen ser 
universales. Probablemente, los principios generales que 
rigen la formación de la endospora son los mismos en todos 
los organismos capaces de esporular. 

Desde una perspectiva filogenética, la capacidad para 
producir endosporas está específicamente asociada a un 
sublineaje particular de bacterias Gram positivas (véanse 
Secciones 25 y 12221). No obstante, las fisiologías de las 
bacterias formadoras de esporas son muy diversas e inclu- 
yen anaerobios, aerobios, fototrofos y quimialitotrofos, 
Considerando esta diversidad fisiológica, las señales que 
inducen la formación de endosporas pueden variar en 
diferentes especies y pueden incluir otras señales además 
del ayuno de nutrientes, la señal principal para la forma- 
ción de endosporas en las especies de Bacillus y Clostri- 
dium. No se ha visto que ninguna de las especies de Archaal 
sea capaz de esporular, y si esto fuera así, indicaría que la 
capacidad para producir endosporas evolucionó después 
de que las principales líneas evolutivas procarióticas 
divergieran hace miles de millones de años (véanse 
ción23 y Figura 27), 


/_4.15 Revisión de conceptos 


La endospora es una célula bacteriana muy diferenciada y resis 
tente producida por algunos tipos de Bacteria Gram positivas. La 
formación de la espora da lugar a una forma celular casi total- 

deshidratada, que contiene las macromoléculas esencia: 
les y varias sustancias que no se encuentran en las células 
vegetativas, como el dipicolinato cálcico y pequeñas proteínas 
especificas solubles en medio ácido. Las esporas pueden per- 
manecer en estado de latencia indefinidamente, pero germinan 
con rapidez cuando se produce el estímulo adecuado. 


Y ¿Qué es y dónde se encuentra el ácido dipi 


inico? 


Y ¿Quéson las SASPs y cuál es su función? 


2 ¿Qué sucede cuando germina una endospora? 


PREGUNTAS DE REPASO = 101 


Preguntas de repaso 


1. ¿Cuál es la finalidad de la tinción de las muestras en 
la microscopía Óptica? ¿Por qué se utilizan los colo- 
Tantes catiónicos como agentes generales de tinción? 

2. ¿Qué ventaja ofrece el microscopio de contraste de inter- 
ferencia diferencial respecto al microscopio de campo 
аго? Y, ¿qué ventaja presenta el microscopio de con- 
traste de fases sobre el de campo claro? 

3. ¿Cuáles la principal ventaja de los microscopios elec- 
trónicos sobre los microscopios ópticos? ¿Qué tipo de 
microscopio electrónico utilizaría para ver las estruc- 
turas tridimimensionales de una célula? 

4. ¿Cuáles son las principales morfologías de los proca- 
riotas? Para cada morfología que cite dibuje algunas 
células. 

5, Describa en una sola frase la manera en la que se cons- 
truye una unidad de membrana a partir de moléculas 
de fosfolípidos. 

6. Explique en una sola frase porqué las moléculas ioni- 
zadas no atraviesan con facilidad la barrera de la mem- 
brana celular, ¿Cómo pueden atravesar la membrana 
citoplasmática? 

7, Describa una de las principales diferencias químicas 
entre membranas de Bacteria y Archaen. 

В Las células de Escherichia coli incorporan la lactosa por 
medio de la permesa Lac, la glucosa por la vía del sis- 
tema fosfotransferasa, y maltosa mediante un trans- 
portador de tipo АВС, Para cada uno de estos 
azúcares, describa: (1) los componentes de su sistema. 
de transporte y (2) la fuente de energía que sustenta 
el proceso de transporte. 

© 9. ¿Por qué se denomina peptidoglicano a la capa rigida 

__ dela pared celular bacteriana? ¿Cuáles son las razones 

químicas que explican la rigidez que confiere el pep- 
doglicano a la pared celular? 

Teniendo еп cuenta que una sola molécula de peplido- 
glicano es muy fina, explique en términos químicos 


Ejercicios prácticos 


cómo se forma la gruesa capa de peptidoglicano en la 
pared celular de Bacteria Gram positivas. 

11. Enumere varias funciones de la membrana externa de 
la pared en Bacteria Gram negativas, ¿Cuál es la com- 
Posición química de la membrana externa? 

12. En dos о tres frases, dé una explicación lógiéa de por 
qué la sacarosa es capaz de estabilizar las células bac- 
terianas sin que se lisen las células una vez tratadas 
con lisosoma. 

13. Describa la estructura y función de un flagelo bacte- 
riano. ¿Cuál es la fuente de energía pora el flagelo? 

14. ¿En qué se diferencian los mecanismos de movilidad 
por deslizamiento de Flavobacterium y la movilidad de 
Escherichia coli? 

15. Explique en unas pocas frases el modo por el cual una 
bacteria móvil percibe la dirección en que se encuen- 
tra una sustancia atrayente y se mueve hacia ella. 

16. ¿Qué tipos de inclusiones citoplásmicas forman los pro- 
cariotas? ¿En qué difieren en cuanto a composición y 
papel metabólico una inclusión de poli-3-hidroxibu- 
tirato (PBH) y un magnetosoma? 

17. ¿Cuál es la función de las vesículas de gas? ¿Cómo es 
la estructura que permite retener el gas en su interior? 

18. Indique brevemente las diferencias entre una célula 
vegetativa y una endospora en cuanto a la estructura, 
composición química y capacidad para resistir condi- 
ciones ambientales extremas, 

19. El descubrimiento de la endospora tuvo una gran 
importancia práctica, ¿Por qué? 

20. Defina los siguientes términos: endospora madura, 
célula vegetativa y germinación 

21. ¿Cuánto tiempo permanecen viables las esporas en un 
estado de latencia» y cuál es la prueba de ello? 


3. Calcule el tamaño del objeto más pequeño que puede 
resolverse si se utiliza una luz de 600 nm para observar 
la muestra con un objetivo de inmersión 100% y una 
apertura numérica de 1,32. ¿De qué forma podría mejo- 
Parse la resolución empleando esa misma lente? 
Calcule la relación superficie/volumen de una célula 
esférica de 15 jm de diámetro y de una célula de 2 um 
Че diámetro. ¿Qué consecuencias tienen estas diferen- 
¡cias en dicha relación para la función celular? 

Imagine un planeta donde la vida hubiese evoluciona- 
doen un ambiente sin agua. Las células de ese planeta 
tendrían un citoplasma muy hidrofóbico y vivirían en 
Un ambiente anhídrido. Vaticine y dibuje la estructura 


del tipo de membrana que tendrían los organismos de 
tal planeta, y explique la razón de la idoneidad de dicha 
membrana para esos organismos. 

4. Teniendo en cuenta la naturaleza de la pared celular y 
la membrana bacterianas, explique por qué un bacilo 
adopta una forma esférica cuando se elimina su pared 
celular en condiciones en que no ocurre la lisis osmé- 
tica. 

5. Suponga que se le proporcionan dos cultivos, uno de 
una especie de Bacteria Gram negativa y otro de una 
especie de Archaea. Sin recurrir a la secuenciación del 
RNA ribosómico (vésse Sección 2.3), exponga al menos 
cuatro formas de diferenciar cada cultivo. 


los, es decir, crecerlos. Esto se puede realizar de muchos modos, iacu- 

yendo el uso de medios de cultivo sólidos en placas de Petri, como se 
ilustra aquí. Las cólulas individuales que se extienden sobre la placa, crecen у ve 
dividen hasta formar colonius. Aunque algunos principios nutricionales se эрі! 
сап a todos los organismos, muchos microorganismos presentan necesidades ma- 
ritivas y de cultivo que son especlales. Además, para mantener las procesos 
vitales, todos los microorganismos llevan a cabo raciones que les permiten ab- 
tenor energía. Para comprender cómo viven las células microblanas en sus hábi- 
tat naturalen es necesario comprender so nutrición y su bioenergética 


| С ма estudiar los microorganismos en el laboratorio es necesario cultivar: 
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де electrones una sustancia que 
puede aceptar electrones de otra sustancia 
y que se reduce durante el proceso 


аво un microorganismo capaz de usar 
Oen la respiración 
Anabolismoa 1s suma total de todas las r= 


Acciones biosintéticas de la célula 

яшемә Vin microorganismo que crese 
en ausencia de O 

ATP sintetasa (ATPasa) complejo enz» 
mitico mulriproteico anclado en la mem 

Wana que cataliza la sintesis de ATP 

acoplada a la fuerza motriz де protones 

Амо n organismo capaz de оте. 
fizar todo el materal celular а partir del 

СО, сото nica fuente de carbonos 

_Catabollamo conjunto de rencctones bi 
quimicas que conducen la producción de 
Energía utilizable por la célula (normal 
mente ATP) 

Catalizador una sustancia que acelera una 
тесп quimica pero que nose consume 
enla nacion 

сео del Acido citrico un ciclo de resc 
Genes que dan como resultado la conver 
Маа del acetato еп dos moléculas de CO, 

_Cosnzima una pequeña molécula no pro- 
ica que participa en una reacción cta 
fica como parte de una enzima 

¡Cultivo axénico o pure un cultivo micro 
blano que contiene una única clase Че mi 
eonganiamo 


Donador de electrones uns sustancia 
que puede ceder electrones a un aceptor y 
que se oxida durante el proceso 

Endotérmica дох requiere energia. 

Energía de activación es la energía re 
querida para llevar al sustrato a un estado. 
reactivo. 

Energia Mere energía disponible para la ra 
lización de un trabajo (se representa por С) 

Enzima una proteína que tiene la capacidad 
de acelerar (catalizar) una reacción quimi- 
ca especifica 

Exotórmica que libera energía 

Fermentación catabolismo anseróbico en 
el que un compuesto orgánico sirve al 
mismo tiempo como danador y como acep- 
tor de electrones y en el que el ATP se pro- 
duce por fosforilación a nivel de sustrato. 

Fosforilación a nivel de sustrato | 
ducción de ATP por transferencia directa 
Зе una molécula de fortato de alta energía 
desde un compuesto orgánico fostorilado 
hasta ADP 

Fostorilación oxidativa producción de 
ATP a expensas de la fuerza motriz de pro- 
tones generada por el transporte de elec 
trones 

Fotofostorilación producción de ATP me 
diante la fuerza motriz de protones forma- 
Ча por acciones fotosntéticas 

Fuerza motriz de protones un estado 
energético de la membrana que deriva de la 
separación de la carga y los elementos del 


agua (HT frentea OH) a través de la mem- 
brana 

licollale una ruta bioquimica mediante la 
cual se fermenta la glucosa para producir 
energia (ATP) y varios productos nsulian- 
tes de la fermentación. También se deno- 
mina ruta de Embden-Meyerhof 

Medio complejo. un medio de cultivo com- 
Puesto рог hidrlizados de sustancias qul- 
micas no definidas, como extractos de 
levadura o de carne 

Medio de cultivo una solución acuosa de 
varios nutrientes que permite el creci 
miento de los microorganismos 

Medio definido un medio de cultivo del 
que se conoce su composición química 
exacta 

Potencial de reducción 1а tendencia in- 
trínseca (medida en voltios) de una sus- 
tancia para donar electrones 

Respiración proceso en el que un com- 
puesto es oxidado con O, (o un sustituto 
del 0), que funciona como aceptor termi- 
nal de electrones, y que normalmente se 
acompaña de la producción de ATP por 
Jostorilación oxidativa 

Sideréforos agentes quelantes de hierro 
que pueden unir hierro presente en muy 
Pajas concentraciones 

Técnica aséptica conjunto de manipula 
iones utilizadas para evitar contamina: 
ciones durante el manejo de objetos 
estériles o de cultivos microbianos 


I NUTRICIÓN Y CULTIVO DE 
MICROORGANISMOS 


па característica importante de las células es su 
capacidad para llevar a cabo reacciones químicas 
арат sus moleculas para formar estructuras especí- 
аз, La expresión final de esta organización es el creci- 
miento (replicación). Antes de que una célula se divida, de- 
ben ocurrir muchas reacciones químicas en la célula; estas 
teacciones se denominan metabolismo. Las reacciones me- 
Aabólicas o bien liberan energía, llamadas reacciones cata- 
bólicas, o bien consumen energía, llamadas reacciones ana- 
bólicas. En las células ocurren varios tipos de reacciones 
catabûlicas у anabólicas; en este capítulo y siguientes exa- 
minaremos algunas de las más importantes, 

Antes de considerar algunas reacciones clave del meta- 
bolismo, explicaremos cómo se cultivan los microorganis- 
mos en el laboratorio. Por supuesto, la mayor parte de lo que 
se sabe acerca de las actividades metabólicas de los micro- 
organismos procede del estudio de cultivos en el laboratorio. 


Nos centraremos aquí en el estudio de los quimioorganotrfos, 
es decir, de aquellos microorganismos que utilizan com- 
puestos orgánicos como fuentes de carbono y energía, Poste- 
riormente, consideraremos otros mecanismos de obtención 
de energía distintos de la quimioorganotrofía. Los organis- 
mos que emplean estas alternativas metabólicas también se 
cultivan en el laboratorio, y muchos de los principios básicos 
de la nutrición y de cultivo que ahora se comentan también 
son aplicables a ellos. 


КЕ Nutrici6n microbiana 


Recordemos lo dicho en el Capítulo 3 acerca de que las cé- 
lulas están compuestas fundamentalmente de macromolé- 
culas y de agua, y que las macromoléculas se componen de 
unidades más pequeñas denominadas monómeros (véase 
Sección 3.2). En esencia, la nutrición microbiana consiste 
еп suministrar a las células los ingredientes químicos que 
necesitan para hacer monómeros. Estos compuestos qui- 
micos son los nutrientes, Diferentes organismos necesitan 
diferentes tipos de nutrientes y a menudo los requeri- 
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Carbono (C) CO, compuestos orgánicos Glucosa, malato, acetato, piruvato, aminoácidos, 
cientos de otros compuestos o тега complejas 
(extracto de levadura, peptona, etc) 

Hidrógeno (Н) ELO, compuestos orgánicos ЊО, compuestos orgánicos. 

Oxigeno (O) ЊО, О, compuestos orgánicos HO, Os, compuestos orgánicos 

Nitrógeno (N) NH, NO; ¿Ni compuestos ongánicos nitrogenados Inonginicr NECI ОЧНО, КМО, Na 

Опус» aminascidos, bases nitrogenadas de nucleótidos, 

"muchos otros compuestos orgánicos con N 

Fósforo (P) ror KH;PO, ма,нго, 

Azufre (S) 5,507, compuestos orgánicos con S, Каб, NaS, Ма, cisteina u otros compuestos 

sulfuros metálicos (еб, Сиб, ZnS, NIS, etc) orgánicos azufrados. 

Potasio (К) K” еп solución о como varias sales con K KCL кито, 

Magnesio (М) МЕ? en solución o cumo varias sales con Mg МКС, MgSO, 

Sodio (Na) Na, en solución, NaCI a como otras sales con Na ма 

Calcio (Са) Сә?” en solución, CaSO4 о como otras sales con Ca со, 

Hierro (Fe) Fe? o Fe™ en solución, FeS, Fe(OH), FeCl, FeSO, varias soluciones de hierro quelado 


о сото otras sales con Fe. 


mientos son específicos. Además, no todos los nutrientes 
se requieren en las mismas cantidades; algunos, llamados 
macronutrientes (Tabla 5.1), se precisan en grandes cantida- 
des; mientras que otros, llamados micronutrientes, se requie- 
ren en menores cantidades, y a veces sólo en cantidades 
trazas, Comenzaremos considerando los macronutrientes 
más importantes, el carbono y el nitrógeno. 


Carbono y nitrógeno 

Muchos procariotas necesitan algún tipo de compuesto or- 
gánico como fuente de carbono. Los estudios nutriciona- 
les han demostrado que las bacterias pueden asimilar varios 
compuestos orgánicos carbonados y usarlos para hacer nue- 
vo material celular. Los aminoácidos, los ácidos grasos, los 
ácidos orgánicos, los azúcares, las bases nitrogenadas, los 
compuestos aromáticos y un sinfín de compuestos orgáni- 
cos de otro tipo pueden ser usados por una u otra bacteria, 
Algunos procariotas son autótrofos, capaces de construir 
todas sus estructuras orgánicas a partir del dióxido de car- 
bono (СО;) con la energía obtenida de la luz o de com- 
puestos inorgánicos, En peso seco, una célula típica con- 
tiene un 50% de carbono; el carbono es el principal elemento 
де todas las clases de macromoléculas. 

Después del carbono, el siguiente elemento más abun- 
dante en la célula es el nitrógeno. En una bacteria típica а} 
rededor del 12% de su peso seco es nitrógeno, este elemento 
es importante en las proteínas, en los ácidos nucleicos y en 
otros constituyentes celulares, En la naturaleza, el nitróge- 
то se presenta en forma inorgánica y orgánica (Tabla 5.1). 
Sin embargo, la mayor parte del nitrógeno natural dispo- 
nible está en forma inorgánica, como amoniaco (NH), ni- 
tratos (NO, ) о Ny. La mayoría de las bacterias son capaces 
de usar amoniaco como única fuente de nitrógeno, y otras 
muchas pueden usar nitratos. El nitrógeno gaseoso (N) 
puede ser usado como fuente de nitrógeno por algunas bac- 
terias, las bacterias fijadoras de nitrógeno, y estudiaremos más 
adelante las propiedades de estos organismos con detalle 
(véanse Secciones 129, 17.28 y 19.12). 


(гез EDTA, еза citrato, ote) 


Otros macronutrientes: P, 5, К, Mg, Ca, Na 

El fósforo se presenta en la naturaleza en forma de fosfa- 
tos orgánicos e inorgánicos, y la célula lo necesita funda- 
mentalmente para la síntesis de ácidos nueleicos y fosofo- 
lípidos. El azufre se requiere porque es un componente 
estructural de los aminoácidos cisteína y metionina (véase 
Sección 3.6) y porque se presenta en ciertas vitaminas, 
como la tiamina, la biotina, y el ácido lipoico, así como en 
el coenzima A. El azufre sufre una serie de transformacio- 
nes químicas en la naturaleza, muchas de las cuales son 
llevadas а cabo exclusivamente por microorganismos (оба 
se Sección 19.13) y es utilizado por ellos en varias formas 
químicas. La mayoría del azufre celular procede de fuen- 
tes inorgánicas, ya sean sulfatos (50,2) о sulfuros (HS) 
(Tabla 5.1). 

El potasio es necesario en todos los organismos. Una 
gran diversidad de enzimas lo requieren específicamente, 
como por ejemplo algunas implicadas en la síntesis de pro- 
teínas. El magnesio funciona como estabilizador de los ri- 
bosomas, las membranas celulares y los ácidos nucleicos, y 
también se necesita para la actividad de muchas enzimas. 
El calcio (que no es un nutriente esencial para el crecimiento 
de muchos microorganismos) ayuda a estabilizar la pared 
celular bacteríana y tiene una función importante en la ter- 
'morresistencia de las endosporas (véase Sección 4.15). El so- 
dio es requerido por algunos microorganismos, aunque no 
lodos, y su necesidad suele ser un reflejo del hábitat del mi- 
croorganismo. Por ejemplo, el agua de mar tiene un eleva- 
Чо contenido de sodio у los microorganismos marinos nor- 
malmente lo requieren para su crecimiento; en cambio, otras 


especies muy relacionadas, pero de agua dulce, crecer bien 
еп ausencia de este elemento. 


Hierro 

El hierro es fundamental en la respiración celular y es 
también un elemento clave para los citocromos y para 
las proteínas que contienen hierro y azufre implicadas 
en el transporte de electrones (véanse Sección 5.11 y Tabla 
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TABLA 5.2 


Cromo (Cr) 

microorganismos lo requieren 
Cobalto (Co) Vitamina В; transcarbon 
Cobre (Cu) 


dismutasas 
Manganeso (Mn) 


Requerido por los mamiferos para el metabolismo de la glucosa; se desconoce si los 


ilasa (bacterias del ácido propiónico) 
En la respiración, citocromo с oxidasa, en fotosintesis, plastocianina y en algunas superóxido 


Activador de muchas enzimas; presente en algunas superóxido dismutasas y en la enzima 


que rompe el agua en fototrofos oxigénicas 


Molibdeno (Mo) 


Algunas enzimas que contienen flavinas; nitrogenaso, nitrato reductasa, sulfito oxidasa, 


ОМБО-ТМАО neductasas y algunas formato deshidrogenasas. 


Мире (Ni) 

monóxido de carbono y ureasa 
Selenio (Se) 
Tungsten (W) 
Vanadio (V) Vanadio nitrogenasa; bromoperoxidasa. 
Zine (Zal Anhidrasa 


que se unen al DNA 
не 


тилоро 


Ме кд os macronutrientesIndiccos son requeridos portas las йаа А 


La mayoria de las hidrogenasas; coenzima Fos de metanógenos, deshidrogenasa del 


Formato deshidrogenasa; algunas hidrogenasas y el aminoácido selenocisteina 
Algunas formato deshidrogenasas y oxotransferasas de los hipertermófilos. 


irónica, alcohol deshidrogenasa, RNA y ОМА polimerasas, y muchas proteinas 


Cilocromos, catalasas, peroxidasas, proteínas con hierro y azufre, oxigenasas y todas las 


= чулан sil en macross muy траха 


Nassar en mayores cantidades que otros metales. Normalmente mo se consadera cemento traza 


52). En condiciones anaeróbicas, el hierro se encuentra 
por lo general en el estado de oxidación +2 y es soluble, 
Sin embargo, bajo condiciones aeróbicas suele estar en el 
estado de oxidación +3 y forma varios minerales inso- 
lubles. Para obtener hierro de tales minerales, las célu- 
las producen agentes quelantes de hierro llamados side- 
rêforos que solubilizan el hierro y lo transportan dentro 
Че la célula. Un grupo importante de sideróforos deri- 
van del ácido hidroxámico y quelan el hierro férri 
(Fe!) fuertemente (Figura 5,14). Una vez que el comple- 
Jo hierro-hidroxamato pasa a la célula, el hierro se libera 
y el hidroxamato puede salir у ser reutilizado de nuevo 
рага el transporte del hierro. Las bacterias como Escher 

Ehia coli y Salmonella typhimurium producen sideróforos 
fenólicos, estructuralmente complejos, llamados entero- 
bactinas (Figura 5.10). Estos sideróforos derivan del com- 
puesto aromático catecol y tienen una elevada afinidad 
де unión de hierro. Sin tales agentes quelantes de hierro 
muchas bacterias patógenas serían incapaces de iniciar la 
infección debido a la limitación de hierro (véanse Seccio- 
es 21.7 y 21.8) 

En las aguas marinas, el hierro es prácticamente inde- 
tectable (las aguas oceánicas superficiales contienen típica- 
mente sólo unos cuantos picogramos de hierro por mililitro) 
y se han encontrado bacterias marinas que producen side- 
Тбіогох estructuralmente complejos capaces de secuestrar el 
hierro presente en concentraciones tan bajas. Estos sideró- 
loros poseen una región peptídica que compleja el Ее?" y 
шла región lipídica que se asocia con la membrana celular. 
Compuestos como la aquachelina (Figura 1.5c) unen hierro, 
se agregan en micelas, y luego transportan el hierro a la cé 
lula. Algunos procariotas pueden crecer en ausencia total de 
hierro. Por ejemplo, las bacterias Lactobacillus plantarum y 


Borrelia burgdorferii (esta última es el agente etiológico de 
la enfermedad de Lyme, véase Sección 274) no contienen 
hierro. El Mn?" sustituye en estas bacterias al hierro como 
componente metálico de las enzimas que normalmente con- 
tienen Ft 


Micronutrientes (elementos traza) 

Aunque los micronutrientes se requieren en muy peque- 
ñas cantidades son tan importantes para el funcionamien- 
to celular como los macronutrientes, Los micronutrientes 
son metales, muchos de los cuales tienen una función es- 
tructural en varias enzimas (los catalizadores de las células). 
La Tabla 5.2 resume los principales micronutrientes en los 
sistemas vivos y las enzimas que los contienen. 

Debido a que la necesidad de estos elementos traza es 
muy pequeña en cuanto a su concentración, con frecuen- 
cía no es necesario añadirlos a los medios de cultivo para 
cultivar microorganismos en el laboratorio, No obstante, 
si un medio de cultivo contiene compuestos muy puros, 
disueltos en agua destilada de elevada pureza, puede dar- 
se una deficiencia en algún elemento traza. En tales casos, 
se añade al medio una pequeña cantidad de una solución 
de metales traza (Tabla 5.2) a fin de suministrar los meta- 
les necesarios. 


Factores de crecimiento 

Los factores de crecimiento son compuestos orgánicosque, 
como los micronutrientes, se necesitan en muy pequeñas 
cantidades y sólo por algunas células. Los factores de cre- 
cimiento son vitaminas, aminoácidos, purinas y pirimidi- 
nas. Aunque la mayoría de los microorganismos son capa- 
ces de sintetizar estos compuestos, en algunos casos es 
necesario suministrarlos en el medio de cultivo. 
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(o) 


Cola hidrofóbica 


де unión al Fe 


Ácido praminobenzoico Precursor del cido fólico 

Ácido fólico Metabolismo de compuestos 
е un carbono; transferencia 
de grupos metilo 

Biotina Biosintesis de ácidos grasos; 
B-descarbonilaciones; algunas 
reacciones de fijación de CO, 

Cobalamina (в) Reducción y transferencia de restos 
manocarbonados; sintesis de 
desoximbosa 

Ácido lipoico Transferencia de grupos acilo 
en la descarbonilación del 
piruvato y e-<etoglutarato 

Acido nicotinico (niacina) Precursor del NAD' (абве 
Figura 5.10); transferencia de 


electrones en reacciones de 
onidación-rducción 
Acido pantoténico. Precursor de la coenzima A; 
activación del acetilo y 
derivados acilados 
Riboflavina Precursor del FMN (rinse Figura 
5:15), FAD en flavoproteinas 
implicadas en el transporte de 
electrones 
таті (By) ¿a Descarboxilacines;transcetolasa 
Vitaminas B, (grupo Transformaciones de aminoácidos 
piridoxal-piridoxamina)—  y cetocidos 
Grupo vitamina K; Transporte de electrones; sintesis 
чоло de estingolípidos 
Hidroxamatos Compuestos que unen hierro: 


solubilización y transporte del 
hierro al interior celular 


Las vitaminas son los factores de crecimiento que se ne- 
сезйап con mayor frecuencia, Muchas vitaminas funcionan 
formando parte de coenzimas (véanse, por ejemplo, las Fi- 
guras 5.10, 5.12 y 5.15) como se indica en la Tabla 5.3. La 
mayor parte de los microorganismos son capaces de sinte- 
tizar todos los componentes de sus coenzimas, pero algu- 
nos no lo son y necesitan que se le suministren ciertas par- 
tes de estos coenzimas en forma de vitaminas. Las bacterias 
lácticas, tales como los géneros Streptococcus, Lactobacillus, 


IT осе quelames де мето producidos por microor- 
'Ganismos. (a) Hidroxamato. El hierro se une como Fe™ y se libera den- 
tro de la cólula como Fe”. El hidroxamato sale luego de la célula y 
reanuda el cicio. (b) Enterobactina férica de Escherichia coli. Los áto- 
тоз de oxigeno de cada molécula de catecol se indican еп amarilo. 
(9 El sideróforo peptidico aquaquelina. 
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/_5.1 Revisión de conceptos 


Los centenares de compuestos químicos presentes en una célu- 
la viva se forman a partir de precursores llamados nutrientes. 
Los elementos que se necesitan en grandes cantidades se deno- 
minan macronultrientes, mientras que los metales y los com 
puestos orgánicos que se requieren en pequeñas cantidades se 
denominan micronutrientes y factores de crecimiento, respec- 
tivamente. 


4 ¿Qué dos clases de moléculas contienen la mayor parte del 
nitrógeno en una célula? 

4 ¿Por qué un elemento como el Со?' se considera un micro- 
úhutriente y un elemento como el C un macronutriente? 

/ ¿Qué funciones desarrolla el hierro en el metabolismo celu- 
lan 


/ ¿Qué mecanismos son los responsables d 
hierro? 


КЕ мезо» ае сино 


La explicación anterior sobre la nutrición microbiana se re- 
sume viendo la composición química de los medios de cul- 
буо (Tabla 5.4). Los medios de cultivo son las soluciones 
nutritivas que se usan еп el laboratorio para el cultivo de los 
microorganismos. En microbiología, se usan dos tipos ge- 
nerales de medios de cultivo: los químicamente definidos 
y los complejos (o no definidos). Los medios definidos se 
preparan añadiendo cantidades precisas de compuestos or- 


la captación del 


úgánicos o inorgánicos purificados a un volumen en agua 
destilada. Por tanto, se sabe la composición química exacta de 
un medio definido. Sin embargo, en muchos casos la com- 
posición exacta de un medio no es importante. Los medios 
complejos pueden ser entonces adecuados о incluso venta- 
josos por varias razones. A menudo, los medios complejos 
emplean hidrolizados de caseína (la proteína de la leche), 
carne, soja, levaduras ш otras sustancias muy nutritivas 
(pero sin embargo, no definidas químicamente). Tales hi- 
drolizados están disponibles comercialmente en forma de 
polvo y pueden ser pesados con facilidad y disueltos en 
agua destilada para preparar un medio, No obstante, una 
limitación importante al usar un medio complejo es que no 
se puede controlar su composición nutritiva exacta. 


Requerimientos nutricionales y capacidad 
biosintética 
La Tabla 5.4 muestra los ingredientes de tres medios de cul 
tivo, dos definidos y uno complejo. El medio complejo es el 
más fácil de preparar y permite un buen crecimiento de cual- 
quiera de los organismos indicados en la tabla, la bacteria 
entérica Escherichia coli o la bacteria láctica Leuconostoc me- 
sentervides (una bacteria «quisquillosa», por sus exigencias 
inido más sencillo permite un buen 
йо de E. coli, pero no de L. mesenteroides; el cultivo 
o en medio definido requiere la adición de va- 
rios nutrientes orgánicos y de factores de crecimiento que 
no son necesarios para Е. coli (Tabla 5.4). Teniendo esto en 


78 КОНГО, 06g 
KIO, 2% КНР, 05g 
INHOSO, 1g NHO 3g 

MSO, блк MESO, oig 

CaCl, omg Glucosa 25g 
Glucosa. 4106 Acetato sódico 20% 


Elementos traza (Fe, Co, 
Cu, Ni, Mo) de 2-10 и с 
Agua destilada 1000 ml 
рн? 


asparragina, aspar 
glutamato, glutamin 


100-200 pg de 


2-10 pg de cada uno 
Agua destilada 
а РН? 


cada uno 


1000 ml 


Glucosa 15 


Aminoácidos (alanina, arginina. 


histidina, isoleucina, Jeucina, lisina, 
metionina, fenilalanina, prolina, 
serina, treonina, triptófano, tirosina, valina) 


Purinas y pirimidinas (adenina, guanina, 
uracilo, xantina) 10 mg de cada una 

Vitaminas (biotina, folato, ácido nicotinic, 
piridoxal, piridoxamina, 
riboflavina, tiamina, pantotenato, 
ácido p-aminobenzoico) 0.1-1 mg de cada una 

Elementos traza (nse la primera columna) 


En levadura 5g 
Pepiona 5g 
KIPO, 26 
Agua destilada 1 000 ml 
РН? 

steina, 

lic 

Indovina. 
Я 


Las tos son tubos del medio definido (a) y del medio complejo descrito (b). Nótese que el medio complejo está cotoreado por в extractos пуда hidroliza 


Кез 


уум 


Cheryl L. Brodie y Jolen ел Бенет mos incest at Cardal- 


108 = Capítulo 5 = NUTRICIÓN, CULTIVO Y META 


LISMO MICROBIAMO 


cuenta, cabe preguntarse cuál de estos organismos tendrá 
mayor capacidad biosintética. La respuesta es obvia: E. сой, 
pues su capacidad para crecer en un medio simple definido 
significa que es capaz de sintetizar tados sus componentes ce- 
lulares a partir de una única fuente de carbono, en este caso 
la glucosa (Tabla 5.4). Por el contrario, L. mesentervides re- 
quieremúltiples factores de crecimiento, lo que indica una 
capacidad de biosíntesis limitada. Las complejas necesida- 
des nutricionales de L. mesenteroides se pueden suministrar 
preparando un medio definido como el que se indica en la 
Tabla 54 (lo cual llevaría bastante tiempo) o usando el me- 
dio complejo indicado en la misma tabla, que puede prepa- 
rarse de forma rápida. 

Cuando se examinan los ingredientes de medios de cul- 
tivo сото los que se ejemplificar en la Tabla 54, es importante 
tener en cuenta que diferentes microorganismos pueden pose 
requerimientos nutricionales muy diferentes. Por tanto, para el 
cultivo correcto de un microorganismo determinado es ne- 
cesario conocer sus exigencias nutritivas y suministrarlas en 
los medios de cultivo con los nutrientes esenciales en la for- 
та y proporción adecuadas, Si se toma el debido cuidado e 
la preparación de los medios de cultivo, resulta relativamen- 
te fácil cultivar en el laboratorio muchos tipos diferentes de 
microorganismos. Explicaremos los procedimientos usados 
para cultivar microorganismos a continuación. 


ıs de cultivo satisfacen las necesidades nutritivas 
ismos y pueden ser químicamente definidos 


о complejos (no definidos). 


¿Por qué es más fácil el cultivo rutinario de Leuconostoc me 


senteroides en un medio complejo que en un medio definido? 
De los medios mostrados en la Tabla 54, se 


dio definido о complejo crecería más rápido Escherichia coli 


y por qué 


Cultivo de microorganismos 
en el laboratorio 


Una vez que ha sido preparado un medio de cultivo, pue- 
Че ser inoculado (es decir, se le añaden organismos) y а con- 
tinuación incubado en condiciones que favorezcan el crec 
miento microbiano. En general, se tratará del crecimiento 
de un cultivo axénico o puro, esto es, de un cultivo que con- 
tienesólo un único tipo de microorganismo. Para obtener y 


Ejemplos de colonias bacterianas. Las colonias son 
masas visibles de células que se forman por la división de una o varias 
células. El tamaño, forma, textura y color de una colonia es propio de 
cada organismo. Dependiendo del tamaño de las células y de su dis- 
posición dentro de la colonia cada una de ellas puede tener un núme- 
то muy variable de cálulas pero mi milones de células individuales es 
bastante frecuente. (a) Serratia marcescens cultivada en agar Mac- 
Conkey. tb) Aumento de las colonias anteriores. (c) Pseudomonas ae- 
fuginosa cultivada en agar Tripticasa-Soja. (d) Shigella fexnerî cultivada 
en agar MacConkey. 
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mantener un cultivo axénico o puro es esencial evitar la en- 
rada en él de otros organismos. Los organismos no desea- 
dos, llamados contaminantes, son muy ubicuos (como Pas- 
teur puso de manifiesto hace más de 125 años, vénse Sección 
15), por lo que se han diseñado técnicas microbiológicas 
para evitarlos. Un método importante para obtener cultivos 
axénicos o puros y para asegurar la pureza de un cultivo es 
el uso de medios sólidos en placas de Petri. 


Medios de cultivo líquidos versus medios 
de cultivo sólidos 
Hasta ahora sólo hemos considerado la preparación de me- 
dios de cultivo líquidos, como los medios definidos y com- 
jos que aparecen en los tubos de la Tabla 5.4. Sin em- 
las medios de cultivo se preparan con frecuencia en 
forma semisólida o sólida mediante la adición al medio li- 
quido de un agente solidificante. Los medios sólidos in- 
movilizan а las células, permitiéndoles crecer y formar ma- 
sas aisladas visibles llamadas colonias (Figura 5.2). Las 
colonias bacterianas pueden ser de forma y tamaño varia- 
ble dependiendo del organismo, las condiciones del culti- 
уо, el suministro de nutrientes (como la cantidad de oxí- 
BO presente, y otros parámetros fisiológicos, Algunas 
terias producen pigmentos que dan color а las colonias 
Figura 52). Independientemente de su posible pigment: 
sión, las colonias permiten al microbiólogo reconocer la pu- 
feza del cultivo; las placas que contengan más de un tipo dı 
colonia no fueron sembradas con un cultivo axénico o puro. 
Deeste modo, la placa de Petri se ha venido utilizando por 
más de un siglo como criterio para establecer la pureza en 
los cultivos (véase Sección 1.5), 

Los medios sólidos se preparan igual que los líquidos 
salvo que, antes de esterilizar los medios, se les añade agar 
сото agente gelificante, normalmente al 1,5%. El agar se 
funde durante el proceso de esterilización y el medio fun- 

al o de plástico, y se deja 


do se vierte sobre placas de с 
que solidifíque antes de usarse (Figura 5.2). 


Técnica aséptica 
Dado que los microorganismos son ubicuos, los medios de 
cultivo deben ser esterilizados antes de usarse, Para la ma- 
ía de los medios de cultivo esto se realizapor calor, ha- 
tualmente mediante calor húmedo en un gran recipiente 
а presión llamado autoclave. Los principios y operaciones 
del autoclave se comentarán más adelante así como otros 
métodos de esterilización (vénse Sección 20.1). 

Una vez preparado un medio de cultivo estéril, puede 
Ыг un inóculo de un cultivo puro y cultivarlo nueva- 
mente. Esto requiere el uso de la técnica aséptica. La tó 
"nica aséptica consiste en una serie de procedimientos que 
úgvitan la contaminación durante la manipulación de los 
cultivos y de los medios de cultivo estériles (Figura 5.3 y 
54), Su aprendizaje es esencial para tener éxito en el la- 
boratorio de microbiología y representa uno de los pri- 
meros métodos que tiene que dominar el microbiólogo. El 
problema más común es la contaminación ambiental a tra- 
vés del aire, ya que éste siempre contiene polvo en sus- 
"pensión que generalmente lleva una comunidad de mi 
Ervorganismos, Cuando las placas o tubos se abren deben 
manejarse de tal modo que los contaminantes del aire no 


penetren (Figura ). La transferencia aséptica de 
un cultivo desde un tubo con medio a otro, se realiza ha- 
bitualmente con el asa o aguja de siembra previamente es- 
terilizada a la llama por incandescencia (Figura 5.3). Los 
cultivos en los que ha habido crecimiento se pueden trans- 


ле Ф 


е 0 


СТЕН re sterencia aséptica (a) El asa de siembra se calien- 


ta hasta la incandescencia y se enfría brevamente al aire. (b) El tubo se 
destapa. (с) Se pasa el extremo del tubo por la lama, (d) Se extrae la 
muestra con el asa esterilizada. (e) Tras tomar la muestra con el asa, se 
vuelve а famear el extremo del tubo y la muestra se deposita en un 
medio estéri. (1 Se vuelve a tapar el tubo. El asa se recalienta de nuevo 
“antes de finalizar su utilización. 


[1] 


@ 


Modo da hacer una antoni өп placa para obtener cultivos axánicos S puros (a) Sn аниа aaa y luego за Tora una must 
Va de nóclo del tubo.) Se alza una siembra po ostria sobre una placa де agar con medic estê, extendiendo bien o organismos, Des- 
pués de una estra inicial зе hacen estrias subsiguientes en ángulo, yal ла sa vue а ostrza el ава (c) Aspecto де la placa sembrada tra 
incubación. Sa trata de colonias de la bacteria Micrococcus Auteus cultadas en placas de agar sangre. De las colonias que crecen aladas за 


pueden obtener normalmente cultivos axénicos o puros. 


ferir luego a la superficie de placas con agar (Figura 5.4), 
donde se desarrollarán colonias como resultado del cre- 
cimiento y división de las células aisladas que han sido 

nbradas. La toma y resiembra por extensión de una co- 
lonia aislada es un método idóneo para obtener cultivos 
axénicos o puros a partir de mezclas complejas que con- 
tienen muchos organismos diferentes. 


У 5.3 Revisión de conceptos 


En el laboratorio, los microorg? ueden cultivar en 
medios de cultivo que contienen los nutrientes necesarios. La 
obtención de cultivos axénicos o puros requiere la puesta en 
práctica de técnicas asépti 


Z ¿Qué significa la palabra estéril? ¿Qué ocurriría sî los me- 
dios de cultivo no se esterilizaran tras su prepa 


М ¿Por qué es necesaria la спіс 


aséptica en la obtención de 
cultivos axénicos o puros en el laboratori 


П ENERGÍA Y ENZIMAS 


En el Capítulo 2 consideramos la existencia de diferentes 
tipos de microorganismos en función de su fuente de ener- 
gía, quimioorganotrofos, quimiolitotrofos y fototrofos (vénse Sec- 
ción 2.4), Sea cual sea su modo de vida, todo microorga- 
nismo debe ser capaz de obtener energía de compuestos 
químicos o de la luz y, además, conservar la energía como 


ATP. Vamos a considerar ahora los principios de conserva- 
ción de la energía utilizando algunas leyes sencillas de la 
química y de la física que nos ayudarán a su comprensión, 
y consideraremos a continuación la acción de las enzimas, 
que son los biocatalizadores celulares. 


КЕЙ Sicenergética 


La energía se define como la capacidad de realizar un 
trabajo. En microbiología, la energía se mide normalmente 
en kilojulios (kJ), una unidad de energía calorífica. Las re- 
acciones químicas se acompañan de cambios de energía. 
Aunque en toda reacción química se pierde algo de energía 
en forma de calor, lo que nos interesa en microbiología es 
considerar la energía libre (abreviada como G), que se de- 
fine como la energía liberada que ез utilizable para realizar un 
trabajo. El cambio en energía libre durante una reacción se 
expresa como AG”, donde el símbolo A debe leerse como 
«cambio en». Los índices «cero» y «apóstrofe» indican que 
un valor dado de energía libre ha sido obtenido bajo con- 
diciones estándar o habituales: а pH 7, 25'C y con todos los 
reactivos y productos a una concentración inicial de 1 М", 


cales де energía Ше en condiciones estándar om aprosimaciones de la 
ambos en energia Ive que realmente ocurren en la naturaleza, a pesar de qur eh 
la auraleza raramente se dan concentraciones 1 M de nutrientes. Aun беа, 
Jones de AG” son estimaciones razonables más adelante veremos que la cunas 
raciones males de productos y reactivos pueden alterar en ocaiones aos 
ética de las reccsones de modo notable (nse Sección 17.21 ү 1910) Es 
тше también se analizan con mås detalle enel Арав 
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Sien la reacción: 
A+B>C+D 


el valor de AG" es negativo, entonces significa que la reac- 
ción ocurre espontáneamente con liberación de energía; 
energía que la célula será capaz de conservar en forma de 
ГАТР, Tales reacciones se llaman exotérmicas. Sin embargo, 
ЖАС” es positiva la reacción requiere energía y estas reac- 
ciones se denominan endotérmicas. En resumen, desde el 
punto de vista de la célula microbiana, las reacciones exo- 
Térmicas producen energía, mientras que las reacciones exo- 
térmicas requieren energía. 


Energía libre de formación y cálculo de 30° 
_ Para calcular la energía libre que produce una reacción 
@ necesario saber la energía libre de los reaccionantes y 
dê los productos. Ésta es la energía libre de formación, es 
decir, la energía liberada o requerida para la formación 
de una molécula determinada а partir de sus elementos 
“constituyentes, Por convenio, el valor de la energía libre 
deformación (С?) para los elementos (como el C, Hs, №) 
T ек cero. Si la formación de un compuesto a partir de sus 
“elementos es exotérmica, entonces la energía libre de for- 
mación de ese compuesto es negativa (se libera energía), 
mientras que sí la reacción es endotérmica (requiere ener- 
ja) la energía libre de formación del compuesto es posi- 
tiva. 
La Tabla 5.5 recoge algunos ejemplos de energías libres 
de formación. Para la mayor parte de los compuestos G’, 
ез negative, lo que indica que los compuestos tienden a 
frmarse espontáneamente a partir de los elementos. Sin 
embargo, el valor de С? positivo para el óxido nitroso 
(104,2 kJ/mol) significa que esta molécula no se forma 
"espontáneamente, sino que se descompone con facilidad 
еп пїїгөдепө y oxigeno. En el Apéndice 1, se muestran las 
energías libres de formación de una variedad de com- 
dos con interés en microbiología 
Mediante la utilización de las energías libres de 
dûn es posible calcular el cambio en energía libre qu 
те en una reacción determinada. Por ejemplo, para una 
reacción simple como A + В =+ С + D, el valor de AG” se 


т 
Dióxido de carbono (CO) 
Midrógeno gaseoso (H) 
Омет gaseous (О 
iónico (NH) 

nido nitroso (NO) 
sala Сто.) 
Glucosa (CHO) 
Metano (СН) 

Metanol (СНОН 


lo valore де телдә His (С) se dan en mol 


calcula restando la suma de las energías libres de formación 
Че los reaccionantes (A y B) de la de los productos (С y D). 
Por tanto, 


АС? de A+ BSCH 
= IC + D} - GÍA + ВІ 


La frase «los productos menos los reaccionantes» resume 
los pasos necesarios para calcular los cambios en energía 
libre durante las reacciones químicas. No obstante, prime- 
то es necesario igualar químicamente la reacción antes de 
realizarlos cálculos de energía libre. En el Apéndice 1, se de- 
tallan los pasos a seguir para calcular las energías libres de 
cualquier rección hipotética. 


/_5.4 Revisión de conceptos 
Las reacciones químicas celulares implican cambios en energía 
que se expresan en k}. Una reacción química puede ocurrir con 
liberación de energía libre (exotérmica) o con consumo de ener 
pa libre (endotérmica), 


2 ¿Qué es la energia libre? 

22 En general, las reacciones cutabólicas, ¿son exotérmicas о en- 
dotérmicas? 

Z Usando los datos de la Tabla 5,5, calcule el valor de AG" 
para la reacción CH, + 10, = CHOH. 


| 5.5 Catilisis y enzimas 


La determinación de la energía libre nos indica sólo si en 
una determinada reacción se libera o se requiere energía, 
pero по nos dice nada acerca de la velocidad de la reacción 
Consideremos la formación de agua a partir de oxígeno e 
hidrógeno gaseosos. La energía de esta reacción es muy fa- 
vorable: Н; + 10, =. НО, con un valor de AG" = -237 KJ 

Sin embargo, si simplemente mezclásemos O, е H la for- 
mación de agua no sería detectable en muchos años, Esto 
se debe a que la reordenación de los átomos de oxigeno 
y de hidrógeno para formar agua requiere la rotura pre 

vía de los enlaces químicos de los reaccionantes, Tal ro- 
tura requiere energía y esa energía se designa como ener- 
gía de activación. La energía de activación es la cantidad 
Че energía que se necesita para llevar todas las moléculas de 
una reacción química a un estado reactivo. El diagrama de la 
Figura 5.5 representauna reacción que tiene lugar con una 
liberación neta de energía libre (es decir, una reacción exo- 
térmica), 


Enzimas 

El concepto de energía de activación nos lleva al concepto 
de catálisis. Un catalizador es una sustancia que disminuye 
la energía de activación de una reacción у, por consiguien- 
te, aumenta la velocidad de una reacción. Los catalizadores 
facilitan las reacciones pero ellos mismos no se consumen 
ni se modifican durante la reacción, Es importante destacar 
que los catalizadores no intervienen en la energía о en el 
equilibrio de una reacción, sino que afectan sólo a la veloci- 
dad a la que esas reacciones ocurren. 
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Energía lore 


> C + Оу concepto de energía de activación. Las reacciones quimi- 
саз pueden по ocurrir espontáneamente incluso aunque liberen ener- 
gia, ya que los reactivos deben activarse previamente, Una vez que la 
activación tiene lugar, la reacción осите espontáneamente. Los cata- 
Ilzadores, tal como las enzimas, rebajan la energía de activación re- 
querida. 


En los organismos vivos, la mayoría de la reacciones 
no tendrían lugar a una velocidad apreciable sin los cata- 
lizadores. Los catalizadores de las reacciones biológicas 


son proteínas llamadas enzimas. Las enzimas son muy es- 
pecíficas para las reacciones que catalizan. Es decir, cada 
enzima cataliza solamente un único tipo de reacción quí- 
mica o, en el caso de algunas enzimas, una clase de reac- 
ciones estrechamente relacionadas. Esta especificidad se 
debe a la estructura tridimensional de la molécula de la 
enzima. En una reacción catalizada enzimáticamente, la 
enzima se combina temporalmente con el reaccionante, 
que se denomina sustrato (S) de la enzima, para formar un 
complejo enzima-sustrato. Luego, cuando ocurre la reac- 
ción, el producto (P) se libera y la enzima (E) vuelve a su 
estado original: 


E+P==E -SE + P 


Por lo general, la enzima es mucho más grande que el sus- 
trato y la combinación enzimasustrato suele depender de 
enlaces débiles tales como puentes de hidrógeno, fuerzas de 
van der Waals e intera ies hidrofóbicas (véase Sección 
3.1). La pequeña porción de la enzima que se une al sus- 
trato constituye el sitio activo de la enzima. 


Catálisis enzimática 

El poder catalítico de las enzimas es impresionante. Las en- 
zimas pueden incrementar de 10*a 10° veces la velocidad 
а la que las reacciones químicas ocurrirían de modo es- 
Pontáneo. Para catalizar una reacción específica, una enzi- 
ma debe realizar dos cosas: (1) unirse al sustrato adecuado 
y (2) colocar el sustrato de modo preciso para que interac- 
опе con los grupos catalíticos del sitio activo de la enzima. 
La unión de la enzima y el sustrato acarrea la formación 


о Gliceraldehido-3-P  Dihidroxiacetona-P 
a о. он оно фон 
(сн,-О-Р өгү; ! 
н њС—0-Р њс-0—Р 
Fructona;1,0-dostato 
sustrato) 2-o 
et ы Productos, 
o-r e e-on ЕА 
=> =>, k. 
Stio acto <Q | A SS 
Complejo enzima-sustrato 
Aldolasa libre úAldolasa libre 


Ciclo catalitico de una enzima tomando como ejemplo la fructosa difosfato aldolasa. Esta enzima cataliza la reacción: fructosa; 


1¡6-difosfato —> glceraldehído-3-fostato + cihicraxiacetona fosfato en la glucolisis (véase Figura 5.14). Después de la unión de la fructosa-1,6- 
bifostato para formar el complejo enzima-sustrato, la conformación de la enzima resulta alterada, lo que introduce tensión en ciertos enlaces del 
sustrato que se rompe dando lugar а los dos productos de reacción. 


del complejo enzima-sustrato (Figura 5.6). Esto permite ali- 
near los grupos reactivos en enlaces específicos del sustra- 
to(s). El resultado final de la formación del complejo enzi- 
ma-sustrato es una disminución en la energía de activación 
necesaria para poner en marcha la reacción de conversión 
del sustrato(s) en su producto(s) (Figura 5.5). Estos pasos se 
presentan de forma esquemática en la Figura 5.6 para el 
caso de la enzima glicolítica fructosa difosfato aldi 

Sección 5.10). 

La reacción presentada en la Figura 55 es exotérmica 
porque la energía libre de formación del sustrato es mayor 
que la de su producto; es decir, la formación del producto 
tiene lugar con liberación de energía. Las enzimas pueden 
catalizar también reacciones que requieren energía, con 
virtiendo sustratos pobres en energía en productos ricos en 
energía. En este caso, no sólo debe superarse la energía de 
activación, sino que se debe aportar al sistema suficiente 
energía para elevar el nivel energético del sustrato hasta el 
de los productos, En teoría, la acción de las enzimas es re- 
versible pero en la práctica, las enzimas que catalizan re 
ciones altamente exotérmicas o endotérmicas lo hacen de 
manera unidireccional, Si durante el metabolismo celular se 
necesita invertir una reacción exotérmica particular, fre- 
cuentemente esa reacción es llevada acabo рог una enzima 
diferente 


аза (véase 


Estructura de las enzimas 
Las enzimas son prot 
ácidos (vámse Secciones 3.7 y 3.8). Cada enzim; 
forma tridimensional específica, La disposición linea 
los aminoácidos en la estructura primaria se pliega y se 
dobla adoptando una configuración específica que consti 
tuye la estructura secundaria y la terciaria. Esta especifici 
dad le confiere propiedades físicas y de unión determina 
das. La conformación precisa de una enzima puede 
observarse más fácilmente en modelos computerizados (Fi 
gura 57). En este ejemplo correspondiente a la lisozima, en- 
zima que rompe el peptidoglicano (vénse Sección 48), el 
lugar donde se une al sustrato (el sitio activo) es la amplia 
hendidura 

Muchas enzimas contienen pequeñas moléculas no pro- 
teicas que participan en la función catalítica, pero que no se 
pueden considerar como sustratos en el sentido habitual. 
Estas moléculas asociadas se dividen en dos categorías, gru 
pos prostéticos у coenzimas, dependiendo de 
su asociación con la enzima. Los grupos prostéticos se unen 
muy fuertemente a sus enzimas, por lo general de modo 
permanente. Un ejemplo de grupo prostético es el grupo 
hemo presente en los citocromos; los citocromos se descri- 
birûn más tarde en este capítulo. Las coenzimas se unen 
mås débilmente а las enzimas, y una sola molécula de co- 
enzima puede unirse a diferentes enzimas a lo largo del 
tiempo durante el crecimiento. Las coenzimas sirven como 
transportadores o intermediarios de pequeñas moléculas 
de una enzima a otra, La mayor parte de las coenzimas de- 
rivan de vitaminas (véase Tabla 5.3). 

Las enzimas se denominan según el sustrato al que se 
unen o según la reacción que catalizan, con la desinencia 
-за. Así, la celulosa es una enzima que degrada la celulosa, 
la glucosa oxidasa cataliza la oxidación de la glucosa y la ri 


as, es decir, polímeros de amino- 


IZ +оо generado por computadora dela loza, Ei 
ño activo de la era e la hondura dela parte izquierda el mo- 
¿elo (véase Sección ав), 


bonucleasa descompone ácido ribonucleico. Existe una no- 
menclatura más formal que emplea un sistema de nume- 
ın específica para clasificar las enzimas con mayor pre 


viamente para que ocurra la reacción, у a menudo esto ге 
as catalíticas que ace- 
Jeran la velocidad de las reacciones bioquímicas. Las enzimas 


те un catalizador. Las enzimas son protei 


son altamente específicas con relación a las re 
talizan, y tal especificidad reside en los modos de pleg; 
del polipéptido(s) en la proteína. 


ciones q 


/ ¿Cul es la función de un catalizador? 


¿Qué clase de macromoléculas son las enzimas? 


Z ¿Por dónde se une una enzima a su sustrato? 


/ ¿Quées la energía de activación? 


I OXIDACIÓN-REDUCCIÓN 
Y COMPUESTOS DE ALTA 
ENERGÍA 


En los sistemas biológicos, la conservación de la energía 
implica reacciones de oxidación-reducción. El resultado 
final de la energía liberada en estas reacciones es la pro- 
ducción de compuestos de alta energía como el АТР. А соп- 
tinuación, consideraremos reacciones de oxidación-reduc 
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ción (reacciones redox) y los principales transportadores 
de electrones que se encuentran tanto en el citoplasma 
como en la membrana citoplasmática. Finalmente, exami- 
пагетоз la naturaleza de los compuestos de alta energía 
que conservan la energía liberada en las reacciones de oxi- 
dación-reducción. 


ШЕЙ озне» _____ 


En los organismos, la utilización de la energía derivada de 
las reacciones químicas implica reacciones de oxidación-re- 
ducción (redox). Químicamente, una oxidación se define 
como una pérdida de un electrón o varios electrones de una 
sustancia, A su vez, una reducción se define como la gunan- 
cia de un electrón (o electrones) por parte de una sustancia. En 
bioquímica —la química de las células — las oxidaciones y 
reducciones implican frecuentemente la transferencia no sólo 
Че electrones sino de átomos completos de hidrógeno. Un 
átomo de hidrógeno (H) consta de un protón y un electrón. 
Cuando pierde su electrón, el átomo de hidrógeno se con- 
vierte en un protón (o ion hidrógeno, Н"). En ocasiones, ne- 
cesitaremos distinguir entre las reacciones de oxidación-1e- 
ducción que implican sólo electrones de las que implican 
sólo átomos de hidrógeno, pero estableceremos esta di 
tinción en el momento apropiado (véanse Secciones 5.11 y 
5.12). 


Donadores y aceptores de electrones 
En las reacciones oxidación-reducción, los electrones oedi- 
dos por un donador son aceptados por un aceptor. Por 
ejemplo, el gas hidrógeno puede liberar electrones y pro- 
tones y oxidarse: 

нуе жон" 

Sin embargo, los electrones no pueden existir como ta- 
les en solución; deben formar parte de átomos o molécu- 
las. La ecuación anterior, por sí misma, no representa una 
reacción real, Es solamente la mitad de una reacción que re- 
quiere de una segunda reacción. Esto es debido a que para 
que ocurra cualquier oxidación debe producirse también una 
reducción acoplada. Así, por ejemplo, la oxidación del Hz 
puede acoplarse a la reducción de sustancias muy diferen- 
tes, como el O), en una segunda reacción: 


10,+2e + 2H" + H4O 
Esta otra mitad de la reacción, que es una reducción, cuan- 


do se acopla a la oxidación del Hyanterior, da lugar a la si- 
guiente reacción tot 


Hı + O, но 


En reacciones de este tipo, nos referiremos a la sustancia 
oxidada, en este caso el Hz como el donador de electrones, 
y a la sustancia reducida, en este caso el О, como el aceptor 
de electrones (Figura 5.8). La clave para entender las охі- 
daciones y reducciones biológicas consiste en tener en cuen- 


#0; + 22-69 


Mitad de la reacción aceptores de e”. 


8. o no 


Formación de agua 


Donador de —— Aceptor de 
electrones —H, + } OF H,O electrones 


Reacción neta 


Ejemplo de una rescciónde oxidación-reduccion. La lor 
mación de H,O а partir del donador de electrones Н, y del aceptor de 
electrones Oy. 


ta ambas semirreacciones, es decir, que debe existir siempre 
una reacción en la que intervenga un donador de electrones 
y otra en la que intervenga un aceptor de los mismos, 


Potenciales de reducción 

Las sustancias varían en cuanto a su tendencia a oxidarse 
о reducirse. Esta tendencia se expresa como el potencial de 
reducción (Еу, en condiciones estándar) de la sustancia, 
Este potencial se mide eléctricamente en voltios con rela- 
ción al potencial del Hz. Por convenio, los potenciales de 
reducción se expresan para reacciones parciales que co- 
responden a reducciones de este tipo, forma oxidada +e > 
forma reducida. Si en la reacción están implicados proto- 
nes, como ocurre a menudo, entonces el potencial de re- 
ducción está en parte influenciado por la concentración de 
iones de hidrógeno (pH). Por convenio en biología, los po- 
tenciales de reducción se dan en condiciones de neutrali- 
dad (pH 7), ya que el citoplasma de las células es neutro о 
está próximo a la neutralidad, Utilizando estas convencio- 
nes, el potencial de reducción (E,') a pH 7 de 


10,+2H"+2e HO 
es +0816 voltios (V), y el de 


2н" 4 2e эн, 


La mayoría de las moléculas pueden ser o bien donadoras. 
de electrones o bien aceptoras, dependiendo de qué sus- 
tancias reaccionen con ellas. El mismo átomo a cada lado de 
la flecha en las ecuaciones químicas puede considerarse 
como un par redox, por ejemplo, 2H°/H, о 10,/ H0. Cuan- 
do se escribe un par redox, la forma oxidada se sitúa siem- 
prea la izquierda. 
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Para formar reacciones completas de oxidación-reduc- 
ción a partir de las correspondientes semirreacciones, lo más 
simple es recordar que la sustancia reducida de un par re- 
dox cuyo potencial de reducción es más negativo, cede elec- 
trones a la sustancia oxidada de una pareja cuyo potencial 
sea más positivo. Por ejemplo, en el par 2H'/H que tiene 
un potencial de -0,42 У, el Н, tiene una gran tendencia a do- 
nar electrones. Por otro lado, en el par О, / Н.О, que tiene 
ип potencial de +0,82 V, el HO tiene muy poca tendencia 
а ceder electrones, pero el O; tiene una gran tendencia а 
aceptarlos. En consecuencia, en una reacción en la que 
tervengan H; y O), el H; será el donador de electrones y se 
дага; y el О; será el aceptor de electrones y se reducirá 
(Figura 5.8), Incluso, aunque las reacciones parciales se es- 
criben como reducciones por convenciones químicas, en 
tuna reacción redox real una de las dos semirreacciones de- 
Бена escribirse como una oxidación y, por consiguiente, 
proceder en sentido inverso. Asî, en la reacción indicada en 


Ejemplos de rescciones 
соп Н, como donador de е” 


la Figura 55, la oxidación del H, a 2H* + 2e” está escrita al 
revés de una semirreacción formal, representada como una 
reducción. 


La torre de electrones 
Un modo conveniente de visualizar la transferencia de elec- 
trones en los sistemas biológicos es imaginar una torre ver- 
tical (Figura 5.9). La torre representa el rango de potencia- 
les para los diversos pares redox con los más negativos 
arriba y los más positivos abajo. La sustancia reducida del 
par redox situado en la parte superior de la torre es la que 
tiene mayor tendencia a donar electrones, mientras que la 
sustancia oxidada del par más inferior en la torre tiene ma- 
yor tendencia a aceptar electrones. 

Cuando los electrones de un donador de electrones si 
tuado en la parte superior de la torre (o escala) son cedidos, 
pueden ser «captados» por aceptores de distinto 
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IE a ore de siones Los pares redox se ordenan dea os reducors más Tuto ро: 
tenciales de reducción negativos), en el extremo superior, hasta los oxidantes más fuertes (potenciales de 
reducción positivos), en el externo inferior, Сото ls electrones son cedidos desde а parte superior a la 
inferior, pueden ser :captados por acepore a diversos niveles. Cuanto mayor sea la caida antes de ser 
captados (diferencia de potenciales}, más energia se erar. A modo де ejemplo, se muestra a ia izquierda 
Ta diferente energia berada cuando un mismo donador de electrones, el H, reacciona соп tres acepores 


де electrones diferentes: fumarato, nitrato y oxigeno, 
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La diferencia de potencial entre dos sustancias se expresa 
сото ДЕ. Cuanto más lejos caigan en esta torre (escala) los 
electrones desde el donador, antes de alcanzar al aceptor, 
mayor será la energía liberada; en otras palabras, AE,’ es 
proporcional a АС? (Figura 5.9). ELO,, en la parte inferior de 
la torre, es el aceptor de electrones más favorable de los usa- 
dos por los microorganismos. Hacia la mitad de la torre, los 
pares redox pueden actuar como donadores o como acep- 
tores de electrones. Como ejemplo, el par 2H* / Н. tiene un 
potencial de reducción de -0,42 V y el par fumarato/suc- 
cinato un potencial de +0,02 У. Por tanto, la oxidación del 
hidrógeno (el donador de electrones) puede acoplarse a la 
reducción del fumarato (el aceptor de electrones): 


Н; + fumarato? + succinato” 


Pero, por otra parte, la oxidación del succinato a fuma- 
rato puede acoplarse а la reducción de NO, o de ! O, 


Succinato?” + NO, — fumarato™ + NO, + HO 
Succinato* + } O; 4 fumarato™ + H,O 


Por lo tanto, en condiciones de ausencia de oxígeno 
(condiciones anóxicas) y cuando el H,esté presente, el fuma- 
rato puede actuar como aceptor de electrones (producien- 
Чо succinato); y en otras condiciones (como por ejemplo, 
condiciones anóxicas en presencia de МО, „о aeróbicas) el 
succinato puede ser un donador de electrones (producien- 
do fumarato). De hecho, todas las transformaciones des- 
critas aquí que involucran al fumarato y al succinato son 
llevadas a cabo por varios microorganismos bajo diversas 
condiciones nutricionales y ambientales. 


Donador de electrones =— fuente de energía 
En el catabolismo, a menudo se considera al donador de 
electrones como una fuente de energía. En la naturaleza 
existen muchos donadores de electrones potenciales (оби 
se Capítulos 17 y 19), pero por ahora es esencial tener en 
cuenta que lo que realmente libera energía по es el donador 
de electrones mismo, que contiene la energía, sino la reac- 
ción química mediante la cual se oxida el donador de elec- 
trones. Como se ha expuesto en el contexto de la torre de 
electrones, la cantidad de energía liberada en una reacción 
redox depende de la naturaleza tanto del donador como del 
aceptor de electrones; cuanto mayor sea la diferencia entre 
los respectivos potenciales de reducción, mayor será la ener- 
gia liberada cuando reaccionen entre ellos (Figura 5.9; ván- 
se también el Apéndice 1), 


/_5.6 Revisión de conceptos 


Las reacciones de oxidación-reducción, que son los procesos 
generadores de energía en las células, suponen la transferencia 
de electrones de una sustancia a otra, La tendencia de un com- 
puesto a aceptar о liberar electrones se expresa еп términos 
cuantitativos por su potencial de reducción. 


+ Enla reacción entre Н y } O, ¿cuál es el donador y cuál es el 
aceptor de electrones? * 

4 ¿Quées Ey del par 2H /H;? 

+ ¿Por qué el NO; es mejor aceptor de electrones que el fu- 
marato? 


El NAD como un transportador 
redox de electrones 


La transferencia de electrones en una reacción oxida- 
ción-reducción en la célula, desde un donador a un acep- 
tor, normalmente requiere uno о más intermediarios que 
actúan como transportadores. Cuando se necesitan tales 
transportadores, se designa al donador inicial como do- 
nador primario de electrones y al aceptor final como acep- 
tor final de electrones. El cambio neto de energía de la re- 
acción completa viene determinado por la diferencia entre 
los potenciales de reducción del donador primario y del 
aceptor final. 


NADH + H° ? 
н мнне 
к н 
R 
анон а26) 
онамо || Reducido 
Nicotnamida Н мн, 
н н 
но-Р-о-сн, 
H ИШ 
? 
но-б-о 
ج‎ 
Adenina 


Fosfato añadido 
өп NADP" 


MAA =ч de la coenzima redox nicotinamida adenin 
dinucleêtido (NAD”). En el NADP“ está presente un grupo fosfato, 
сото зе indica. Tanto NAD' como NADP” sufren oxidación-reducción 
tal como зе señala, difunden libremente у son transportadores de áto- 
тоз de hidrogeno. 
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Existen dos tipos generales de transportadores de elec- 
trones: los que difunden libremente y los que están unidos 
firmemente a enzimas anclados en la membrana citoplas- 
mática. Los transportadores fijados funcionan en las reac- 
ciones de transporte de electrones asociados a membranas 
y se expondrán en la Sección 5.11. Los transportadores di- 
fusibles incluyen las coenzimas nicotinamida adenín dinu- 
cleótido МАР’) y NAD-fosfato (NADP”) (Figura 5.10). 
МАР” y NADP" son transportadores de átomos de hidró- 
geno y transfieren dos átomos de hidrógeno al siguiente 
transportador de una cadena. Tal transferencia de átomos 
de hidrógeno se denomina deshidrogenación' 

El potencial de reducción del par МАР” /NADH (о del 
par NADP” /NADPH) es -0,32 V, lo que lo sitúa bastante 
arriba en la torre de electrones; es decir, NADH (о 
NADPH) es un buen donador de electrones. No obstante, 
aunque los pares de МАР" y NADP” tienen los mismos 
potenciales de reducción, generalmente funcionan en la 
célula en operaciones distintas. NAD'/NADH funciona 
en reacciones que generan energía (catabólicas), mientras 


TEn termine аа e NAD y NADI transportan dos electrones y un pres. 
plegado He bea ala soci. Por шт La тасса МАР" + de > N. 
Үп esti, de lugar a NADA + М Sin embargo, para simplificar, se escribe 
NADH У H como NADH 


Enzima y sustra 


Complejo enzima-sustrato 


que МАРР” /NADPH opera fundamentalmente en reac- 
ciones de biosíntesis (anabólicas). 


Reciclaje del NAD/NADH 
Las coenzimas incrementan la diversidad de reacciones re- 
dox al hacer posible que dos compuestos químicos muy dis- 
tintos puedan interaccionar, uno como donador primario 
y otro como aceptor final de electrones, actuando la coen- 
zima como intermediaria. Como hemos expuesto, la ma- 
иа de las reacciones biológicas son catalizadas por enzi- 
mas específicas que sólo pueden reaccionar con un conjunto 
bastante límitado de sustratos. Se puede considerar que las 
reacciones de oxidación-reducción ocurren en tres fases: 
extracción de los electrones del donador primario, transfe- 
rencia de los electrones a través de una serie de transpor- 
tadores, y captura de los electrones por el aceptor final. 
Cada paso está catalizado por una enzima distinta, que se 
une a su sustrato y а su coenzima específica. La Figura 5.11 
muestra un diagrama esquemático Sobre el funcionamien- 
to de la coenzima NAD” en una reacción de dos partes. Nó- 
tese que después de que la coenzima ha realizado su fun- 
ción en una reacción, puede difundir por el citoplasma hasta 
que encuentra otra enzima que requiere esa coenzima en 
tal forma. El proceso completo puede repetirse tras la con- 
versión de la coenzima a su estado original (Figura 5 


Reacción 1. La enzima | reacciona con el sustrato (donador de electrones) 


y con la forma oxidada de la coenzima NAD". 
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Reacción 2. La enzima ! reacciona con el sustrato (aceptor de electrones) 


y la forma reducida de la coenzima NADH. 


Figura 
nin dinucieótido, МАС” у NADH. 


Esquema de una reacción oxidaciónreducción que implica las formas oxidadas y reducidas de la coenzima nicotinamida ade- 
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/_ 5.7 Revisión de conceptos 


A menudo, la transferencia de electrones desde un donador a un 
acepior supone la participación de uno о varios transportado- 
res de electrones. Algunos de estos. ¡están unidos 
a membranas mientras que otros, como el NAD" /NADPH, di- 
funden libremente, y transfieren electrones de una parte de la сё- 
lula a otra. 


Y ¿Cuál es la diferencia entre un electrón y un átomo de hidró- 
geno? 

y ¿Es mejor donador de electrones el NADH que el 
Zone la respuesta. 


de alta energía 
almacenamiento de energía 


La energía liberada en las reacciones redox debe conser- 
varse para el funcionamiento celular. En los organismos vi- 
vos, la energía química liberada en estas reacciones se con- 
serva normalmente en forma de enlaces fosfato de alta 
energía. Estos compuestos son los que actúan luego como 
la fuente de energía que dirige las reacciones celulares que 
la requieren. 

Los grupos fosfato en los compuestos fosforilados se 
unen a través de atómos de oxígeno mediante enlaces és- 
ter o anhídrido, como se indica en la Figura 5.12. Sin am- 
bargo, no todos los enlaces de fosfato son ricos en energía. 
Esta energía se expresa en términos de la energía liberada 
cuando el enlace fosfato es hidrolizado. Como se señala en 


Ra- 


la Figura 5.12, el valor (G” en la hidrólisis del enlace fos- 
fato de la glucosa-6-fosfato es de sólo 13,8 kJ/mol, mien- 
tras que el valor (G” correspondiente a la hidrólisis del 
fosfato en el fosfoenol piruvato es de 51,6 kJ/mol, es decir, 
casi cuatro veces el de la glucosa-6-fosfato. Por tanto, el 
fosfoenol piruvato, que contiene un enlace fosfoanhídri- 
Чо, se considera un compuesto de alta energía, mientras que 
la glucosa-6-fosfato, que contiene un enlace éster, no se 
considera como tal. 


Adenosin trifosfato (АТР) 
El compuesto más importante con fosfato de alta energía 
en los organismos vivos es el trifosfato de adenosina (ATP, 
adenosín trifosfato). El ATP consta del ribonucleósido de 
adenosina al que se unen en serie tres moléculas de fosfa- 
to (Figura 5.12). El ATP actúa como el transportador de 
energía principal en los organismos vivos y se genera en 
las reacciones exotérmicas para ser usado en las reacciones 
endotérmicas. De la estructura del ATP (Figura 5.12), se 
puede deducir que dos de los grupos fosfato del ATP р 
Sentan enlaces fosfoanhidrido y tienen altas energías libres 
de hidróli 
Debe considerarse que, aunque expresamos la energía 
delos enlaces fosfato de alta energía como energía libre de 
hidrólisis, en realidad no es deseable que tales enlaces re- 
sulten hidrolizados en la célula, en ausencia de una segun- 
da reacción que pueda utilizar la energía liberada, porque 
entonces la energía libre de hidrólisis se perdería en forma 
Че calor. La energía de estos enlaces se usa por lo general en 


CEEE races е aña ono La taba muestra la energia ro de NOT de algunos ésteres Ө алда de Joao clavo САТ: 
do que algunos enlaces de tipo éster son más energéticos que otros. Se presenta la estructura de cuatro compuestos para indicar la posición de 
enlaces de айа у baja energia. EI ATP contiene tres fostatos, peo sólo dos de elos (señalados en агы) son де ata energia. E ADP contene dos. 
foslatos, de los cuales solamente uno өз de айз energia. Е AMP по contiene ningún enlace tostato de aa energia, También ве muestra Ia ev. 
Iructura de la coenzima асеН-СоА. Е enlace С-5 entre la porción асан y la porción de f-mercaptoetlamina es un enlace покани де айа nr. 


¡ía (véase Tabla 3.1). El grupo Я del acetil-CoA es un grupo 37 losfo ADP. 
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reacciones biosintéticas у otros procesos celulares, mediante 
procesos cuidadosamente regulados en los que la energía li- 
berada de la hidrólisis del ATP se acopla a reacciones que 
requieren energía. 


Coenzima A 

Además de compuestos de alta energía con fosfato, se pro- 
ducen en la célula otros compuestos que pueden conservar 
Ja energía que se libera en reacciones exotérmicas. Estos in- 
tuyen a derivados de la coenzima А (como el acetil-CoA, 
cuya estructura se presenta en la Figura 5.12). Los deriva- 
dos de la cuenzima A contienen enlace tivéster (sulfoanhi 

dido) en lugar de fosfoanhídrido (Figura 5.12) y suministran 
suficiente energía libre de hidrólisis como para dirigir la 
síntesis de un enlace fosfato de alta energía (зе Tabla 3.1). 
Por ejemplo, en la reacción: acetil-S-CoA + H,O + ADP + 
P acetato + HS.COA + АТР + H", la energia que se li 

bera en la hidrólisis de la coenzima A se conserva en la sín- 
tesis de ATP. Los derivados de la coenzima A (el acetil-CoA 
es tan sólo uno de ellos) son especialmente importantes en 
Ja producción de energía de los microorganismos апаего- 
bios, particularmente en el caso de aquéllos cuyo metabo- 
lismo energético implica la fermentación (rionse Secciones 
510, 17.19 y 17.20); volveremos a considerar estos impor- 
tantes compuestos en el Capítulo 17. 


Almacenamiento de la energía 

La principal moneda energética de la célula, el ATP, está 
presente en concentraciones relativamente bajas, próximas 
2 milimolar (2 mM) en las células en crecimiento activo. 
El ATP está siendo degradado de modo contínuo permi 
tiendo reacciones biosintéticas; y a la vez es resintetizado 
mediante reacciones catabólicas. Para el almacenamiento de 
la energía, las células producen polisacáridos insolubles 
que luego pueden oxidarse produciendo ATP. Como ejem- 
plo se pueden citar los polímeros de poliglucosa, glucóge- 
то y almidón (véase Figura 3.6), el polímero lipídico poli-B- 
hidroxibutirato y otros poli-hidroxialcanoatos (véase Figura 
452), asî como el azufre elemental, almacenado por mu- 
chos quimiolitrotofos del azufre, Estos polímeros se depo- 
sitan dentro de la célula como grandes gránulos que a me- 
nudo se pueden observar por microscopía Óptica o 
electrónica (iwase Sección 4,13). En ausencia de una fuente 
de energía externa, las células pueden oxidar estos polí- 
meros y ser capaces de hacer nuevo material celular о sim- 
plemente disponer del nivel de energía de mantenimiento, 
incluso cuando en el medio ambiente no se dispone de sus- 
tancias capaces de suministrar energía. 


/_5.8 Revisión de conceptos 


La energía liberada en reacciones de oxidación-reducción se con- 
serva en la formación de algunos compuestos que contienen en- 
Jaces de alta energía con fosfato о azufre. El compuesto más fre- 
cuente con enlace fosfato de alta energía es el АТР, que es el 
transportador de energía más importante en la célula, El alma- 
cenamiento de la energia se relaciona con polímeros que pueden 
зет consumidos para suministrar АТР. 


4 ¿Dor qué el ATP y el ADP se consideran compuestos con tos- 
fat de alta energía y el AMP no? 


4 Señale cómo puede prepararse la célula para periodos de 
ayuno nutricional tras periodos de abundancia de nu- 
trientes. 


IV PRINCIPALES RUTAS 
CATABÓLICAS, TRANSPORTE DE 
ELECTRONES Y FUERZA MOTRIZ 


DE PROTONES 


En las secciones siguientes (Figura 5.12) estudiaremos 
ejemplos bien conocidos y ampliamente distribuidos de 
reacciones catabólicas en microorganismos. Comparare- 
mos los procesos de fermentación y respiración, seguire- 
mos con una visión detallada de cada uno de estos proce- 
sos y con una descripción de la fuerza motriz de protones, 
Esta última es la clave no sólo de la respiración clásica (es 
decir, la aeróbica) sino de muchos procesos metabólicos, 
como las reacciones que suministran energía en la respi 
ración anaeróbica, la fotosíntesis y la quimiolitotrofía. La 
fuerza motriz de protones también sustenta otras funcio- 
nes celulares, como muchas reacciones diferentes de trans- 
porte y de movimiento del flagelo y por deslizamiento 
(véanse Secciones 47 y 4.10-4.12). 


o 


En los quimiotrofos, es decir, en aquellos microorganismos 
que usan compuestos químicos como donadores de elec- 
trones en el metabolismo energético, se conocen dos me- 
canismos de conservación de energía: la fermentación y 
la respiración. En cada caso el resultado final es el mismo: 
la sintesis de ATP, una reacción endotérmica, Esta reacción, 
que necesita energía, se acopla con una u otra de las reac- 
ciones que liberan energía (exotérmicas) y que ocurren du- 
rante el catabolismo del donador de electrones. Desde el 
punto de vista de las reacciones redox, la fermentación y la 
respiración diñieren en lo siguiente: (1) en la fermentación el 
proceso redox ocurre en ausencia de aceptores finales de 
«electrones; mientras que (2) en la respiración, el oxígeno mo- 
lecular o algún otro aceptor de electrones funciona como 
aceptor final de electrones. En la fermentación, la oxida- 
ción está acoplada a la reducción de un compuesto qui 
genera a partir del propio sustrato inicial; por tanto, no im- 
plica la intervención de ningún aceptor externo de elec- 
trones. 

Además de esta diferencia, la fermentación y la respira- 
ción son procesos distintos en cuanto al mecanismo por el 
que se sintetiza ATP. En la fermentación, el ATP se produce 
mediante un proceso llamado fosforilación a nivel de sus- 
trato, en el que el ATP se forma durante los pasos del cata- 
bolismo de un compuesto orgánico (Figura 5.134), Ésta se 
diferencia de la fosforilación oxidativa (que se explicará 
más adelante), que produce ATP a expensas de la fuerza 
motriz de protones (Figura 5.130). Una tercera forma de lo- 
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Conservación de la energia өп la lormentación y enla 
respiración. (a) En la formentación la sintesis de АТР tiene lugar сото 
resultado de una fosforilación а nivel de sustrato; un grupo fostato se 
añade a algún intermediario en la ruta bioquimica como un fostato de 
ıa energía y eventualmente se transfere al ADP para formar ATP. (b) 
En la respiración, la membrana citoplasmática está energéticamente 
activada por la fuerza motriz бе protones y pierde parte de esa ener- 
дш өп la formación de АТР а partir de ADP y fostato inorgânico (P), en 
Ө proceso llamado fosforilación oxidativa. El acoplamiento de la tuer- 
га motriz de protones con la síntesis de АТР бепе lugar por medio de 
un complejo enzimático de membrana llamado ATP sintetasa (ATPasa) 
(Vedsw Sección 5.12 y Figura 5.21), 


grar la síntesis del ATP es mediante fotofosforilación, que 
ocurre en organismos fotosíntéticos, pero cuyo mecanismo 
básico es similar a la fosforilación oxidativa excepto que es 
la luz, en lugar de un compuesto químico, la que inicia las 
reacciones de oxidación-reducción (rinse Sección 17.2). 


/_5.8 Revisión de conceptos 


La fermentación y la respiración son dos medios por los que los 
quimioorganotrofos conservan la energía de la oxidación de los 
estos orgánicos, Durante estas reacciones catabólicas se 

produce síntesis de ATP mediante fosforilación a nivel de sus- 

trato (fermentación) о fosforilación oxidativa (respiración) 

/ ¿Qué forma de síntesis de ATP emplea la membrana cito- 
plasmática? 

Y ¿En qué se diferencia la fosforilación a nivel de sustrato de 
Ja fosforilación oxidativa? 


La 


Una fermentación es una reacción de oxidación-reducción 
intera equilibrada en la que algunos átomos de la fuente 
de energía (donador de electrones) se reducen mientras 
otros se oxidan, y la energía se produce por fosforilación a 
nivel de sustrato. Una ruta bioquímica muy usada para la 
fermentación de la glucosa es la glucolisis, también deno- 
minada vía de Embden-Meyerhof en atención a sus des- 
cubridores. Se conocen otros tipos de fermentación, algunos 
delos cuales se presentan en el Capítulo 17. 

La glucolisis se puede dividir en tres etapas principa- 
les, cada una de las cuales comprende una serie de reac- 
ciones individuales catalizadas enzimáticamente (Figura 
5.14). La etapa I incluye una serie de reacciones prepara- 
torias que no implican ni oxidación ni reducción y que no 
liberan energía, pero que conducen a la producción a par- 
tir de glucosa de dos moléculas del intermediario clave 
gliceraldehido-3-fosfato. En la etapa П ocurre un proceso re- 
Чох, la energía se conserva en forma de ATP, y se forman 
dos moléculas de piruvato. En la etapa Ш tiene lugar una 
segunda reacción redox y se originan los productos de fer- 
mentación (por ejemplo, etanol y СО», о ácido láctico) (Fi- 
gura 5.14). 


y reacciones redox 

En la etapa |, la glucosa es fosforilada por el ATP dando lu- 
gar a glucosa-6-fosfato, que es convertida a continuación a 
una forma isomérica, la fructosa-6-fosfato, que mediante 
una segunda fosforilación se convierte en fructosa-1,6-difos- 
fato, que es un metabolito intermediario clave de la gluco- 
lisis, Si se fermentan otros azúcares distintos a la glucosa, 
se convierten antes a fructosa-1,6-difosfato para poder ser 
utilizados por la ruta de Embden-Meyerhof. La enzima al- 
dolasa cataliza la rotura de la fructosa-1,6-difosíato en dos 
moléculas de tres átomos de carbono, el gliceraldehído-3- 
fosfato y su isómero dihidroxiacetonafosfato (vénse Figura 
5.6) Existe una enzima que cataliza la interconversión de 
dihidroxiacetona-fosfato a gliceraldehido-3-fasfato pero, 
para simplificar, se considera sólo este último ya que es el 
que será metabolízado. Nótese que hasta ahora no ha ocu- 
rrido ninguna reacción redox y que todas las reacciones, in- 
cluyendo las del consumo de ATP, tienen lugar sin transfe- 
rencia de electrones, 

La primera reacción redox de la glucolisis tiene lugar 
еп la etapa Il durante la conversión del gliceraldehído-3- 
fosfato a ácido 1,3-difosfoglicérico. En esta reacción (que 
ocurre dos veces, una por cada molécula de gliceraldehído- 
3-fosfato), una enzima cuyo coenzima ев МАР" acepta dos 
átomos de hidrógeno y el NAD se convierte en NADH; la 
enzima que cataliza esta transformación se llama gliceral- 


Fay ana culos que cataliza оопат аас У, 
¿el glicerakiehido estao, Simplificado squ consderam sólo el Rlieeralde. 
hido- Hetan ya que e el түзет quese metaboliz postenormenie 
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PLO DE FERMENTACIÓN = 121 


Producción de 
licoraldehido-3-P 
ATP ADP 
— 
Balance energético de la giucolisis 
Ejemplos de estequiometria global: Organismos: Energía tre: 
(1) Glucosa — Zetanol + 2 OO, Levacuras 1. EtanoVCO,: -238,8 kJ/mol de 
(2) Glucosa — 2 lactato" + 2H" Bacterias del ácido láctico јегтеліаба дочепао ит уво бе 918 
б) Glucosa — 1 lactato” + 1 acetato" Bacterias entéricas lod 
#1 fomiatore 3H" kJ, lo que representa una eficiencia 
(0 Glucosa — 1 lactato” + 1 acetato” Bacterias entéricas del 27%. 
+H + СО; + 2H" 
2. Lactato; -196 kJ, para una eficiencia 
del 32%. 


ТТ Ruta de Embden-Meyernot (glucolisis), la secuencia de reacciones enzimaticas que convierten glucosa en piruvato y luego en 
productos de fermentación (as enzimas se indican en letra pequeña). El producto de la aldolasa es realmente glceraldehido-3-P y dihidroxiace- 
tona-P. pero esta Última se convierte en gliceraldenído-3-P Nótese que el piruvato es el centro de la glucolisis y que todos los productos de la 
fermentación se hacen a partir del piruvato; sólo se indican unos cuantos ejemplos comunes, 
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dehído-3-fosfato deshidrogenasa. Simultáneamente, cada 
molécula de pliceraldehído-3-tosfato es fosforilada por la 
adición de una molécula de fosfato inorgánico, Esta reac- 
ción, en la que el fosfato inorgánico se convierte en orgá- 
nico, prepara el escenario para la conservación de la ener- 
gía por fosforilación а nivel de sustrato; la formación de 
АТР es posible porque cada uno de los fosfatos de la mo- 
lécula de ácido 1,3-difosfoglicérico presenta un enlace de 
alta energia (véase Figura 5.12). La síntesis de АТР tiene lu- 
gar cuando cada molécula de ácido 1,3-Jifosfoglicérico se 
convierte en ácido 1,3-fosfoglicêrico y cuando más tarde 
en la vía, cada molécula de tosfoenolpiruvato se convierte 
en piruvato (Figura 5.14) 

En la glucolisis, se consumen dos moléculas de ATP en 
las dos fosforilaciones de la glucosa y se sintetizan cuatro 
moléculas de ATP (dos por cada molécula de ácido 13-di- 
fosfoglicérico convertida a piruvato). Por tanto, la ganancia 
neta del organismo es de dos moléculas de ATP por cada 
molécula de glucosa fermentada 


Etapa Ш 

producción de productos de 

fermentación 

Durante la formación de dos moléculas de ácido 13-difos- 
foglicérico, se reducen dos moléculas de NAD“ a NADH 
(иначе Figura 5.14). Sin embargo, las células contienen sólo 
una pequeña cantidad de МАС”, y si todo se convirtiera 
еп NADH se detendría la oxidación de la glucosa. La oxi- 
dación continuada del glicoraldehído-3-fosfato sólo puede 
proseguir si está presente una molécula de МАО” para 
aceptar los electrones liberados. Este «bloqueos se supera 
en la fermentación mediante la nueva oxidación de NADH 
а МАР", а través de reacciones que suponen la reducción 
del piruvato a una extensa variedad de productos de fer- 
mentación. En el caso de las levaduras, el piruvato se re- 
duce а etanol y se libera CO), En las bacterias del ácido lác- 
tico, el piruvato se reduce a lactato (vease parte inferior de 
la Figura 5.14). Se conocen muchas rutas para la oxidación 
del piruvato en procariotas fermentativos (oémse Capitu- 
los 12 y 17) pero el resultado final es el mismo; el NADH 
debe volver a la forma oxidada NAD", а fin de que las reac- 
ciones que liberan energía en la fermentación puedan con- 

tinuar Como coenzima difusible, el NADH puede soltarse 
de la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y 
unirse а una enzima que reduzca el piruvato a ácido lácti- 
со (lactato deshidrogenasa) y difundir de nuevo, haciendo 
que el ciclo de reconversión del NADH a NAD" y de МАР” 
а NADH se repita otra vez (nse la Figura 5.11 para deta- 
llos de este mecanismo). 

En cualquier proceso que produzca energía, la oxida- 
ción debe acompañarse de una reducción y debe haber un 
aceptor de electrones por cada electrón cedido. En este 
caso, la reducción del NAD" en un paso enzimático de la 
glucolisis se equilibra con su oxidación en otro paso. Los 
productos finales deben estar también en equilibrio redox 
con el sustrato inicial, la glucosa. De aquí que los produc- 


Fermentación de la glucosa: resultados netos 


y aplicación práctica 

El resultado final dela glucolisis es el consumo de glucosa, 
la síntesis neta de dos ATPs y la formación de productos 
Че fermentación. Para el organismo, el producto importante 
es el ATP, que se usa en multitud de reacciones que re- 
quieren energía, y los otros productos de fermentación son 
meras productos de desecho. Sin embargo, estos últimos 
no son considerados como tales por los destiladores, cer 
veceros, productores de derivados lácteos o panaderos (vér- 
se el recuadro «Los productos de fermentación de levadu- 
ras»). Por todo ello, la fermentación no es Sólo un proceso 
que produce energía, sino un medio de obtener productos 
naturales que son de utilidad para el consumo humano. En 
e€) Capitulo 30, expondremos la formación de productos in- 
dustriales por fermentación con más detalle, 


/_5.10 Revisión de conceptos 


La glucolisis es la ruta de fermentación más importante y está 
ampliamente distribuida en los seres vivos, El resultado final 
de la glucolisis es la Jiberación de una pequeña cantidad de 
energia, que se conserva como ATP, para ser usada en varias 
funciones celulares y la formación de productos de fermenta- 
ción derivados del piruvato, un intermediario clave, Los pro- 
ductos de la fermentación más frecuentes son etanol, ácido lac- 
tico, y una extensa variedad de otros ¿cidos y alcoholes, así como 
«compuestos gaseosos, dependiendo del organismo particular. 
Por cada molécula de glucosa que se consume en la glucolisis se 
producen dos moléculas de АТР, 


«е ¿Qué reacciones de la glucolisis implican oxidaciones y re- 
ducciones? 
+ ¿Cuáles el papel del МАР en la glucolisis? 


Y ¿Porqué se forman los productos de fermentación durante. 
la glucolisis? 


Respiración y 
de electrones asociados a 
membranas 


Acabamos de analizar cómo tiene lugar la fermentación 
de la glucosa mediante la glucolisis, un proceso que ocu- 
rre en ausencia de aceptores de electrones exógenos. En 
la fermentación, se libera una pequeña cantidad de ener- 
gía y sólo se sintetizan unas cuantas moléculas de ATP. 
Esta escasa liberación de energía puede comprenderse 
considerando los principios formales de las reacciones re- 
Чох. Las fermentaciones proporcionan poca energía por 
dos razones: (1) los átomos de carbono del compuesto ini- 
cial están oxidados sólo parcialmente (пахо Figura 5.14); 
y (2) la diferencia entre los potenciales de reducción del 
donador primario de electrones y del aceptor final de elec- 
trones es relativamente pequeña, Sin embargo, si el O; о. 
algún otro aceptor final estuviera presente, todas las mo- 
léculas de sustrato podrían oxidarse hasta CO, y sería po- 
sible obtener, teóricamente, un rendimiento en ATP mucho 
mayor. El proceso por el que un compuesto se oxida usan- 
do О; como aceptor final de electrones se Пата respira- 
ción aeróbica. 


5.11% RESPIRACIÓN Y TRANSPORTADORES DE 
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Técnicas y Aplicaciones... 


| os procesos energéticos aeróbicos. 

у anaeróbicos pueden parecer abu- 
idos y prosaicos, pero constituyen a base 
ае algunos де los descubrimientos más im- 
pactantes de la raza humana, ls alimentos 
y las bebidas fermentadas (едзе foto). 

En a producción del pan y la mayoria 
de las bebidas alcohólicas, se utiliza la le- 
vadura Saccharomyces cerevisiae para 
producir etanol y СО, Encontrada en va- 
ios materiales ricos өп azúcar como zu- 
тов do ла y néctar las levaduras pue- 
don levar a cabo los dos tipos opuestos 
де metabolismo quimioorganotrófico que 
зе han expuesto өп este capitulo: la tør- 
mentación y la respiración. Cuando el oxi- 
geno está presento, las levaduras crecen 
«бсалтеге sobre el azucar tormando bio- 
тава y CO, (derivado del ciclo del ácido 
Kítico). Sin embargo, өп ausencia de oxi- 
geno las levaduras cambian a un metabo- 
llamo anaeróbico que origina menor canti- 
dad de biomasa celular pero cantidades 
notables de alcohol y CO, 

Cada productor de vino o de cerveza 
ө un microbióiogo aficionado, incluso ain 
saberlo (vdase Cerveza casera, Capitulo 
30), Cuando se prensan las uvas para ob- 
toner ol mosto, un pequeño número де cè- 
Маз do levaduras presentes en las uvas, ya 
безде las Viñas, зе transferon al mosto. Du- 
rante юз primeros días del proceso de eia- 
boración del vino, ав levaduras crecen por 
respiración consumiendo oxigeno, por lo 
que el mosto зе vuelve anóxio. Tan pron- 
1о como se acaba el oxigeno comienza la 
fermentación y con allo el proceso de for- 
mación de alcohol а partir de la glucosa 
Este cambio del metabolismo aeróbico al 


Los productos de la fermentación de levaduras 


і 


Figura 1 Productos importantes obtenidos por fermentación 
mediante a levadura Saccharomyces corovisias 


¡anaeróbico es critico y se debe tener ospe- 
оа cuidado өп que el aro no penetre en los 
recipientes де tormertación. 

El vino өз sôlo un producto de los mu- 
¡chos que torman las levaduras. Otros son la 
Corveza y las bebidas destiladas сото 
brandy, whisky, wodka о ginebra (vedse 
foto). En las bebidas destiladas, el etanol 
producido en concentraciones relativamen- 
te bajas por la levadura (10-15% өп votu- 
тес) se concentra por destiación hasta un 
40-60%. Incluso se produce por levaduras 
alcohol como combustible para motores en 
partes del mundo donde hay mucho azúcar 
Pero poco petrdleo (como Brasil. Las leva- 
duras también se usan como agentes ter- 


mentadores para levantar la masa en la ela- 
boración del pan, aunque en este caso lo 
importante no өз el alcohol sino ві СО, el 
otra producto de la fermentación alconól- 
са. Estudiaremos las levaduras y sus pro- 
ductos con cierto detalle en el Capitulo 30. 

Por tanto, podemos entendor cómo las 
¡células de levaduras, forzadas a desarrollar 
un estio de vida fermentativo debido а la 
“ausencia del oxigeno que necesitan para 
respirar, han influido en la vida delos sores 
humanos. Además de ser «productos de 
desecho- de la ruta glucolíica, el etanol y el 


#сав y en la industria de la panaderla. &# 


Nuestra exposición sobre la respiración aeróbica se cen- 
tra en las transformaciones que afectan tanto al carbono 
como а los electrones: (1) las vías bioquímicas implicadas en 
la transformación del carbono orgánico а СО y (2) el modo 
en que los electrones son transferidos desde el compuesto 
orgánico hasta el aceptor final de electrones, originando 
síntesis de ATP a expensas de la fuerza motriz de protones 
(Figura 5.136). Comenzaremos con la exposición del flujo de 
electrones. 


Sistemas transportadores de electrones 

Los sistemas de transporte de electrones están asociados a 
membranas. Estos sistemas tienen dos funciones básicas: (1) 
aceptar electrones de un donador y transferirlos a un acep- 


tor; y (2) conservar parte de la energía liberada durante el 
transporte de los electrones para la sintesis de АТР, 
Existen varios tipos de enzimas de oxidación-reducción 
implicadas en el sistema de transporte de electrones; (1) 
NADH deshidrogenasas, que trastieren átomos de hidró- 
geno desde el NADH; (2) transportadores que contienen 
riboflavina, generalmente llamados flavoproteinas [que 
contienen flavin mononucleótido (FMN) o flavín-adenina 
dinucleótido (ЕАР); (3) proteínas con hierro y azufre; y (4) 
citocromos, que son proteínas que contienen un anillo por- 
firínico llamado hemo. Además, se conocen transportado- 
res no proteicos, como las quinonas solubles en lípidos que 
pueden difundir libremente por la membrana transfiriendo 
electrones, por lo general desde las proteínas con hierro y 


124 = Capítulo 5 = NUTRICIÓN, CULTIVO Y METABOLISMO MICROBIANO 


azufre a los citocromos. Estudiaremos cada uno de estos 
componentes del sistema de transporte de electrones con 
més detalle. 

Las NADH deshidrogenasas son proteínas unidas a la 
сага interna de la membrana celular, Aceptan átomos de 
hidrógeno procedentes del NADH (Figura 5.10) que se ge- 
nera en varias reacciones celulares y pasan los átomos de hi- 
drógeno a las Navoproteínas. 

Las flavoproteínas contienen un derivado de la ribo- 
flavina (Figura 5.15); la porción lavínica, que está unida a 
una proteína, actúa como grupo prostético que alternati- 
vamente se reduce cuando acepta átomos de hidrógeno y 
se oxida cuando cede electrones, Hay que destacar que las 
Navoproteínas aceptan átomos de hidrógeno y ceden elec- 
trones; más tarde consideraremos lo que sucede con los pro- 
tones. En las células se encuentran normalmente dos tipos 
de flavinas, flavin mononucleótido y favin-adenín dinu- 
cleótido, en el que el FMN se une a la ribosa y a la adenina 
mediante un segundo fosfato. La riboflavina, también de- 
nominada vitamina By es un factor de crecimiento que ne- 
cesitan algunos organismos (véanse Sección 52 y Tabla 5.3). 

Los citocromos son proteínas que contienen como gru- 
po prostético un anillo porfirínico que contiene hierro (gru- 
po hemo) (Figura 5.16). Los citocromos sufren oxidaciones 
y reducciones mediante la pérdida o ganancia de electrones 
aislados por parte del átomo de hierro situado en el centro 
dela molécula: 


Citocromo — Fe?" === citocromo = Fe” + е 


Anillo ¡soaloxazinico. 


нус. 


ы 
не 
al 


Flavin mononuciedtido (FMN) (fosfato de riboflavina, un 
transportador de átomos de hidrógeno). El sitio de oxidación-reduc- 
ción ез el mismo en ві FMN y en el flavin-adenina dinuciectido (FAD) 


Рона. 
(un tetrapirol, СНМ. 


a 


Gitocromo y su estructura. (a) nilo 
pirólico. (6) Condensación de cuatro anillos pirrólicos para formar el 
anillo porfrínico. Se pueden incorporar varios metales en ө! anillo por- 
frinico. Por ejemplo, en los pigmentos de la clorofila, el metal es Mg” 

(véanse Sección 17.2 y Figura 17.3); en la vitamina В,,, es el Co” 

(véanse Sección 30.7 y Figura 17.42): y en algunas coenzimas porfi- 
rinicas especiales, el átomo metálica central puede ser el МР" (véan- 
se Sección 17.17 y Figura17.42).(c) En algunos citocromos, como en 
el citocromo с, el anillo porfirinico está covalentemente unido a la 
proteina mediante puentes disulfuro de moléculas de cisteina. Ad- 
viétase la presencia de hierro en el centro del anillo. (d) Modelo del 
citocromo e generado por computadora. La proteína rodea por com- 
pleto el anillo de porfirina (color claro) situado en el centro. Los cito- 
cromos transportan sólo electrones, no átomos de hidrógeno; el sitio 
redox es el átomo de hierro que alterna entre los estados de oxida- 
ción Ғе?" y Fe” 


5.12% CONSERVACIÓN DE LA ENERGÍA A PARTIR DE LA FUERZA MOTRIZ DE 
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Existen varias clases de citocromos que se diferencian 
por sus potenciales de reducción. Un citocromo puede 
transferir electrones a un aceptor (citocromo, quinona, 
Fe/S) siempre que éste tenga un potencial de reducción 
más positivo; y pueda, a su vez, aceptar electrones de un 
donador que tenga un potencial de reducción menos ne- 
gativo que él. Los distintos citocromos se designan por le- 
tras, como por ejemplo el citocromo a, citocromo b, citocro- 
то с, dependiendo del tipo de hemo que contengan. Los 
citocromos de un organismo pueden variar ligeramente res- 
pecto a los de otro, de modo que existen designaciones del 
tipo citocromo а, citocromo аз, citocromo аа, etc., entre ci- 
tocromos de la misma clase. En ocasiones, los citocromos 
forman complejos muy fuertes con otros citocromos o con 
proteínas que contienen hierro y azufre. Un ejemplo es el 
complejo del citocromo be, que contiene dos citocromos 
distintos de tipo b y un citocromo de tipo с, y que desem- 
peña una función importante en el metabolismo energéti- 
со (véase Sección 5.12 y Figura 5.20). 

En las cadenas de transporte de electrones, además de 
los citocromos donde el hierro está unido al hemo, existen 
algunas proteínas que no contienen hemo pero que pre- 
sentan hierro y azufre, normalmente abreviadas como Fe/S 
proteínas, Se han descrito varias disposiciones para el azu- 
fre y el hierro en diferentes proteínas con azufre y con hie- 
rro no hémico, pero las asociaciones de tipo FesS; у FeS, 
son las más comunes (Figura 5.17). Los átomos de hierro 
se unen al azufre libre y a la proteína mediante los átomos 
de azufre de unidades de cisteina (Figura 5.17). La ferredo- 
xina, un ejemplo de estas proteínas en los sistemas biológi- 
cos, tiene una configuración FeS,. Los potenciales de re- 
ducción de las proteínas con hierro y azufre varían en un 
amplio margen dependiendo del número de átomos de hie- 


[1 


ШИГЕ ИШ оросо de los centros de ето у але en las 
proteinas соп hierro y azufre no hémicas. (a) Centro FS. (b) Centro 
Fe,S,. Los enlaces de cisteina proceden de la porción proteica de la 
molécula. Las proteinas con hiero y azufre sólo transportan electrones. 
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ШШЕ Estructura de las formas oxidadas y reducidas de la 


coenzima О. una quinona. La unidad de cinco carbonos өп la cadena. 
lateral (un isoprenoide) осите en múltiplos; en bacterias, lo más común 
езп = бу en eucariotas es л = 10, Nótese que las quinonas oxidadas. 
requieren dos átomos de hidrógeno (2 H) para reducirse por comple- 
to, Una forma intermediaria, la semiquinona (un H más reducido que la 
forma oxidada) ве torma durante la reducción. 


rro y azufre, y de cómo el hierro se una a la proteína, Por 
tanio, diferentes proteínas de este tipo pueden funcionar 
en diferentes puntos del proceso de transporte de electro- 
nes. Como los citocromos, las proteínas con hierro y azufre 
transportan solamente electrones, no átomos de hidrógeno, 

Las quinonas (Figura 5.18) son moléculas no proteicas 
altamente hidrofóbicas que participan en el transporte de 
electrones. Algunas quinonas bacterianas están relaciona- 
Ча» con la vitamina К, que es un factor de crecimiento en 
los animales. Como las flavoproteinas, las quinonas actú- 
ап сото aceptores de átomos de hidrógeno y como donado- 
res de electrones. 


/_5.11 Revisión de conceptos 


Los sistemas aeróbicos de transporte de electrones contienen 

una serie de transportadores asociados a membrana, y funcio- 

nan de modo cooperativo transportando electrones desde el do- 

nador de electrones hasta el oxígeno como aceptor final (termi- 

nal) de electrones. 

4 En comparación con la ferredoxina, ¿cómo está el hierro en 
un citocromo? 

4 ¿De qué modo importante se diferencia una quinona de 
Otros transportadores de electrones en la membrana? 

4 ¿Qué transportadores aceptan sólo átomos de hidrógeno? 
¿Qué transportadores aceptan sólo electrones? 


Conservación de la energía a partir 
9 pol 


Los principales componentes de las cadenas de transporte 
Че electrones se señalan en la Figura 5.19. Durante el trans- 
porte de electrones se produce ATP por fosforilación oxi- 
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Ejemplo de un sistema transportador de electrones 
que media la transferencia de electrones desde el sustrato al О, Esta 
secuencia particulares tipica de la cadena de transporte de electrones. 
delas mitocondrias de las células sucaríóticas y de Bacteria (por ejem- 
plo, Paracoccus denitrificans). En Escherichia coll, la cadena transpor- 
adora de electrones carece de los citocromos с y aa, y los electrones. 
van directamente del citocromo b al citocromo о ô d, que es la oxida- 
за terminal (véase Figura 17.37). Al dividir la oxidación completa en 
una serie de pasos concretos ез posible la conservación de energía а. 
través de la fuerza motriz de protones que conduce a la sintesis de 
АТР. Compárense los colores con los de la Figura 5.9. 


dativa. La producción de ATP está directamente ligada al 
establecimiento de una fuerza motriz de protones a través 
Че la membrana, de modo que las reacciones del transpor- 
te de electrones sirven para establecer este estado energé 
tico de la membrana. Consideraremos los detalles de este 
proceso. 


La fuerza motriz de protones: quimioosmosis 
Para entender el modo en que el transporte de electrones 
determina la síntesis de ATP debemos considerar antes la 
orientación del sistema de transporte de electrones en la 
membrana, La estructura general de la membrana se des- 
cribió en la Sección 4.5 (véase Figura 4.17) y allí se desta- 
сб que las proteínas se presentan embebidas en la bicapa 
lipídica, y que su disposición es tal que muchas de ellas 
tienen acceso tanto a la cara externa como a la cara inter- 
па de la membrana (es decir, son proteínas transmem- 
branales), 

Los transportadores de electrones presentados ante- 
riormente se orientan en la membrana de tal modo que du- 
rante el proceso del transporte tiene lugar una separación 
de protones y electrones a través de la membrana, Los áto- 
mos de hidrógeno, procedentes de los transportadores de 
átomos de hidrógeno como el NADH, se desdoblan en elec- 
trones y protones, y los primeros son transportados a tra- 
vés de la cadena por transportadores específicos mientras 
los protones son bombeados fuera de la célula al entorno (al 
periplasma en bacterias Gram negativas), por lo que se ori- 
gina una ligera acidificación de la superficie externa de la 
membrana. Al final de la cadena de transporte, los electro- 
nes son recogidos por el aceptor final (el O, en el caso de la 
respiración aeróbica) que se reduce. 

Cuando el О; se reduce a Н.О, necesita H* para com- 
pletar la reacción y estos protones derivan de la disoci 
ción del agua en H* y OH”, El empleo de H° en la reduc- 
ción del O, a H;O origina una acumulación neta de OH’ en 
la cara interna de la membrana. A pesar de su pequeño ta- 
maño, como presentan carga, ni Н” пі OH pueden atra- 
vesar libremente la membrana y, en consecuencia, no se 
puede restaurar espontáneamente el equilibrio, Por tanto, 
aunque se considera que el transporte de electrones hasta 
el O; produce agua, lo que realmente produce son los con- 
ponentes del agua, Н” y OH”, que se acumulan en lados 
opuestos de la membrana. El resultado final en términos 
netos es la generación de un gradiente de pH o potencial elec- 
troquímico a través de la membrana, con la porción interna 
citoplásmica eléctricamente negativa y alcalina, y la por- 
ción externa de la membrana cargada positivamente y & 
da. Este gradiente de pH y potencial electroquímico origi- 
та que la membrana posea un cierto estado energético 
(como una bateria), y parte de esta energía eléctrica puede 
ser conservada por la célula, 

El estado energético de una batería se expresa como 
su fuerza electromotriz (en voltios) y, de modo análogo, 
el estado energético de una membrana se expresa como 
la fuerza motriz de protones o fuerza protomotriz (también 
en voltios). Tal estado energético inducido como resul- 
tado de los procesos de transporte de electrones puede 
usarse directamente para producir trabajo útil, como el 
transporte de iones (vénse Sección 4.7) o la rotación del 


5.12 и CONSERVACIÓN DE Li 


'AGÍA A PARTIR DE LA FUERZA MOTRIZ DE PROTONES = 127 


flagelo (včase Sección 4.10), o bien puede utilizarse para 
dirigir la formación de enlaces fosfato de alta energía en 
АТР сото describiremos más adelante. La idea de que 
un gradiente de protones conduce a la síntesis de АТР 
fue propuesta inicialmente en 1961 como la teoría quimios- 
mólica por el científico inglés Peter Mitchell, quien más 
tarde recibió el Premio Nobel por esta importante con- 
tribución. 


Generación de la fuerza motriz de protones 

Los pasos esenciales en la formación de la fuerza motriz de 
protones implican las actividades de las enzimas flavíni- 
cas, las quinonas y el complejo citocromo bx, (Figura 5.20). 
La serie de reacciones de oxidación-reducción que tiene hu- 
gar durante el transporte de electrones puede analizarse 
examinando secuencialmente cada par de transportadores. 
Después de la cesión de dos átomos de hidrógeno del 
NADH al FAD, se liberan dos H* cuando el FADH cede 
dos electrones (solamente) a una proteína con hierro y azu- 
fre que forma parte del Complejo I, mostrado en la Figura 
520. Cuando esta proteína con hierro no hémico reduce la 
coenzima Q, se toman dos protones de la disociación del 
agua en el citoplasma. La coenzima О pasa un electrón cada 
vez al complejo del citocromo bc, que se señala como Com- 
plejo Шеп la Figura 520. El complejo del citocromo he; está 
formado por diversas proteínas que contienen varios he- 
тов o centros metálicos, con dos tipos de hemo b (bı y byi), 
un tipo de hemo с (су) y una proteína Fe/S (llamada la pro- 
teina de Rieshe), El complejo be, está presente en la cadena de 
transporte de electrones de la mayor parte de los organis- 
mos capaces de respirar. También desempeña una función 
importante en el flujo de electrones fotosintéticos (véanse 
Secciones 17.4 y 17.5) 

La principal función del complejo citocromo he, es trans- 
ferir electrones de las quinonas al citocromo г, de modo 
acoplado a la translocación de protones a través de la mem- 
brana originando la acumulación de OH en el citoplasma 
y de protones en la superficie externa de la membrana (Fi- 
ura 5.20). Los electrones viajan del complejo bc, a un cito- 
стото с externo que se encuentra en el períplasma unido a 
la cara externa de la membrana, y de aquí hasta el comple- 
jo citocromo an; de elevado potencial (Complejo ТУ en la 
Figura 520). Este último constituye la oxidasa terminal del 
sistema y reduce el O, a HO en el paso final del transpor- 
te de electrones (Figura 5.20). 

El esquema que se ilustra en la Figura 5.20 es solamen- 
te una de las muchas secuencias de transportadores que 
se conocen en distintos organismos. Sin embargo, algunas 
propiedades son características de lodas las cadenas de 
transporte de electrones y pueden resumirse como sigue: 
(1) presencia de una serie de transportadores de electro- 
nes asociados a membrana y dispuestos en orden que sigue 
el incremento de valores positivos de Ej”; (2) una alter- 
папсїа de transportadores de «sólo-electrones» y trans- 
portadores de «sólo-átomos de hidrógeno» en la cadena; y 
(3) la generación de una fuerza motriz de protones a con- 
secuencia de la separación de carga a través de la mem- 
brana, ácida fuera y alcalina dentro. Como ahora veremos, 
es la fuerza motriz de protones la que realmente suminis- 
tra ATP. 


“Generación de la ега motriz de protones durante 
la respiración aeróbica. La figura muestra la disposición en la mem- 
brana de transportadores de electrones clava y los colores relaciona 
dos con sus potenciales de reducción relativos, tal como se muestra. 
өп la Figura 5.19. Las cargas + y — а través de la membrana repre- 
sentan H” y OH , respectivamente. Las abreviaturas son: FMN, lavo- 
proteina; Q, quinona: Fe/S, proteina con hierro y azulre; cit а, b, с, 
citooromos (0, y б se refieren a citocromos de tipo b de bajo y alto 
potencial). А nivel de la quinona ocurre un reciclaje de electrones de- 
bido al «ciclo Q». Ello se debe a que los electrones que proceden de 
Оң, se pueden dividir en el complejo Бс, (Complejo Н) entre la Fe/S- 
proteina y los citocromos де ро b. Los electrones que pasan a través 
де estos últimos reducen de nuevo О а ОН, (en dos pasos de transte- 
rencia де un electrón), incrementando así ө! número de protones bom- 
beados өп el sitio Ос). Los electrones que pasan а Fe/S continúan 
para reducir el citoeromo с y luego los сйостотов de tipo а en el Com- 
plejo М, reduciendo eventualmente el O, a НО (se requieren dos áto- 
mos de hidrógeno para reducir 30, a H,O). Рага simplificar no se 
muestra en este esquema el complejo proteico ll complejo succinato 
deshidrogenasa. Los números de los complejos son los uilizados con- 
úvencionalmente por los especialistas en el campo de la bioenergética 
де membranas. 
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La fuerza motriz de protones y la formación 

de ATP 

¿Cómo se usa esta fuerza para sintetizar ATP? Resulta in- 
teresante considerar que existe un fuerte paralelismo entre 
el mecanismo de síntesis de ATP y el mecanismo del motor 
que dirige la rotación del flagelo bacteriano (véase Sección 
4:10) El catalizador de la conversión de la fuerza motriz de 
protones en ATP es un gran complejo enzimático situado en 
1а membrana llamado ATP sintetasa, o abreviadamente AT- 
Pasa. La ATPasa contiene dos partes funcionales, una pie- 
za globular llamada F,, formada por varias subunidades y 
localizada en la cara citoplásmica de la membrana, у un ca- 
nal conductor de protones llamado Fẹ, que atraviesa la 
membrana (Figura 5.21). El complejo F, /Fycataliza una re- 
acción reversible entre ATP y ADP + P; (fosfato inorgánico) 
como ве muestra en la Figura 521, 

La ATPasa F, / Foes el motor biológico más pequeño que 
зе conoce. Considerando el modelo actual de cómo funcio- 
па la ATPasa de Escherichia coli, el movimiento de protones 
a través de la subunidad Б, induce la rotación de las protei- 
паз с generando una torsión que se transmite a F} median- 
telas subunidades ye (Figura 5.21). En esencia, la energía se 
transmite a F a través de la rotación acoplada de las subu- 
nidades ye que causa cambios conformacionales en las sub- 


MEDIO EXTERNO. 


Estructura y función de la ATP sintetasa (ATPasa) F, 
consta de cinco polipéptidos diferentes que forman un complejo in- 
tegrado por ууй. F, ев el complejo catalitico responsable de la n- 
terconversión de ADP + P, еп АТР. Р, está Integrado en la membrana 
y comprende tres poliéptidas formando un complejo абс. La su- 
bunidad a es la responsable de canalizar los protones а través de la 
membrana, mientras que la subunidad b sobresale fuera de la mem- 
brana y forma, junto con las subunidades bs y ê, la región fja de la 
enzima. Cuando los protones entran, la disminución de la fuerza mo- 
iriz de protones se emplea en dirigir la síntesis de АТР. La acción de 
la ATPasa es reversible, pues ta hidrólisis de ATP puede originar ta tor- 
macion de una fuerza matriz de protones. 


unidades B; esto constituye un trabajo realizado por el sis- 
tema (es decir, una energía potencial) que puede ser apro- 
vechado para hacer ATP Esto es posible debido a que los 
cambios conformacionales en las subunidades B permiten 
la unión entre ADP y P, que se convierten así en ATP cuan- 
до las subunidades В vuelven a su conformación original. 
En analogía con un motor flagelar (véase Figura 4-41), la 
función primordial de los componentes bx de F, es servir 
como una fijación para evitar que las subunidades a y B gi- 
ren a su vez con ye, de modo que se evitarán los cambios 
'conformacionales еп 8, A diferencia de lo que ocurre en el 
flagelo, la rotación en la ATPasa no se utiliza para el movi- 
miento de la célula sino para sintetizar ATP (Figura 521), La 
síntesis de ATP por la ATPasa se denomina fosforilación 
oxidativa en los sistemas respiratorios y fotofosforilación 
еп los organismos fototróficos. Las estimaciones estequio- 
métricas en cuanto al número de protones consumidos por 
сайа ATP producido en cualquiera de estos tipos de fosfo- 
rilación indican valores de 3 а 4. 

El diminuto motor molecular Е. /Е, puede trabajar en 
sentido inverso: la hidrólisis de ATP provoca una torsión 
para que ye gire en el sentido apuesto, lo que ocasiona que 

los protones sean bombeados desde el interior al exterior ce- 

1шага través de una subunidad del estator creando así una 
fuerza motriz de protones en lugar de disiparla. Esta re- 
versibilidad explica por qué los organismos fermentado- 
тез, que son incapaces de realizar la fosforilación oxidativa, 
conservan no obstante la actividad ATP sintetasa. Como 
muchas reacciones en la célula, como la movilidad y el 
transporte, requieren la energía de una fuerza motriz de 
protones; la ATPasa en organismos del tipo de las bacterias 
Tácticas, que no respiran, funciona unidireccionalmente gas- 
tando ATP para generar una fuerza motriz de protones que 
hace posible estas funciones celulares. 


Inhibidores y agentes desacoplantes 

El proceso del transporte de electrones se puede estudiar 
con ayuda de algunos compuestos que afectan a la fosfori- 
lación oxidativa. A este respecto, se conocen dos tipos de 
compuestos: los inhibidores y los desacopladores. Los inhibi- 
dores bloquean el flujo de electrones у, por tanto, la gene- 
ración de la fuerza motriz de protones. Ejemplos de este 
tipo son el monóxido de carbono (CO) y el cianuro (СМ ), 
que se unen fuertemente a algunos citocromos e inhiben su 
función, Por el contrario, los desacopladores evitan la sîn- 
tesis de ATP sin afectar al transporte de electrones. Algu- 
nas sustancias liposolubles, como el dinitrofenol y el dicu- 
marol, inducen poros en la membrana y destruyen, por 
tanto, la fuerza motriz de protones y su capacidad para pro- 
ducir la síntesis de ATP. 


/_5.12 Revisión de conceptos 


Cuando los electrones se tr ın рог un sistema de trans- 
de electrones integrado en la membrana, los protones se 
¡bean hacia el exterior de la membrana formando la fuerza 
motriz de protones. Los principales transportadores de electro- 
nes son las flavinas, quinonas, el complejo del citocromo bey у 
otros citocromos, dependiendo del organismo, La célula usa la 
fuerza motriz de protones a través de ATPasas giratorias que 
sintetizan АТР. 
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4 ¿Cómo generan la fuerza motriz de protones las reacciones 
de transporte de electrones? 

Y ¿Qué estructura celular convierte la fuerza motriz de proto 
nes en ATP? ¿Cómo funciona? 


Flujo del carbono en la respiración 
el ciclo del ácido cítrico 


Consideremos ahora los aspectos metabólicos del flujo del 
carbono durante la respiración. Las etapas iniciales de la 
respiración de la glucosa incluyen los mismos pasos bio- 
quimicos que en la glucolisis (сїзє Figura 5.14). Como se in- 
dicê, el piruvato es un intermediario clave en la glucolisis, 
Sin embargo, mientras que en la fermentación el piruvato 
se convierte en productos de la fermentación, durante la 
respiración el piruvato se oxida por completo а СО; Una 
ruta importante para la oxidación total del piruvato a CO; 
es el llamado ciclo del ácido cítrico (CAC) que se repre 
senta en la Figura 522, 

El piruvato se decarbowila previamente originando la 
producción de una molécula de NADH y una molécula de 
acetilo acoplado a la coenzima A (acetil-CoA) (vénse Figura 
5.12). El grupo acetilo del acetil-CoA se combina con el com- 
puesto de cuatro átomos de carbono oxalacetato formando 
ácido cítrico, un ácido orgánico que contiene seis átomos 
de carbono. Esta síntesis tiene lugar а ex la ener- 
gía del enlace de alta energía del acetil-CoA (Figura 5.12). 
A continuación, se producen reacciones de hidratación, de- 
carboxilación y oxidación, con la liberación de dos molé- 
сша» adicionales de CO). Finalmente, el oxalacetato se re- 
genera y puede funcionar de nuevo como aceptor de 
grupos acetilo completando el ciclo. 


Liberación de CO, y suministro al transporte 
de electrones 

Por cada molécula de piruvato que se oxida en el ciclo se 
producen tres de СО, una durante la formación de acetil- 
CoA, otra por decarboxilación del isocitrato y otra por de- 
carboxilación del a-cetoglutarato (Figura 5.22). Además, 
como en la fermentación, los electrones liberados durante 
la oxidación de intermediarios del CAC son transferidos a 
enzimas que contienen la coenzima NAD” o FAD. Sin em- 
bargo, la respiración difiere de la fermentación en la ma- 
пега en la que el NADH y el FADH se oxidan. En la respi- 
ración, los electrones del NADH, en vez de usarse para 
reducir un intermediario como el piruvato, se transfieren 
al oxigeno ө a otros aceptores finales de electrones mediante 
el sistema de transporte de electrones descrito en la Sección 
5.12, Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en la fermen- 
tación, la presencia en la respiración de un aceptor terminal 
de electrones permite la oxidación completa de la glucosa 
а CO; con mucha mayor producción de energía. 


Biosíntesis y ciclo del ácido cítrico 

Además de realizar una función importante en las reacciones 
catabólicas, el ciclo del ácido cítrico es importante también en 
reacciones biosintéticas de la célula. El ciclo se compone de 
una serie de intermediarios clave que pueden ser utilizados 
para fines biosintéticos cuando se requieren. En este contex- 


Piruvato” (tres carbonos) 
МАР” + CoA- 


Renecitn 
Эш momo 4 niao: no — 800). E + EI 
(i Fosiorizacón a GDP + F> GTP 

rar delo GTP + ADP GOP + ATP 


(2) Fosfortización 1SATP 
“ 
por transporte 
тшш ОШ 
| Suma: САС más glucolisis ——=- 38 ATP por glucosa 
e 


| Fgura 522 e эз де ációo citrico (САС). (a) El CAC comienza 
cuando el aceti-CoA, un compuesto de dos átomos de carbono que de- 
тма del piruvato, se condensa con el oxalacetato, de cuatro átomos de 
carbono, para formar citrato. А travós de una serie de transtormaciones. 
y oxidacones, este compuesto de seis carbonos se convierte al final en 
el compuesto inicial de cuatro átomos de carbono, el oxalacetato, que 
comienza de nuevo el ciclo con la adición de otra molécula de acetil- 
Сод (8 Balance global de CO, y de combustible (NADH/FADH) gene- 
tado en el CAC para la cadena de transporte de electrones. 


to, son muy importantes los intermediarios a-cetoglutarato 
y oxalacetato, porque son precursores de ciertos aminoácidos 
(абас Sección 5.15); y el succinil-CoA, que se necesita para 
formar el anillo porfrínico de los citocromos, la clorofila y 
otros compuestos tetrapirrólicos (vénse Figura 5.16). El oxa- 
lacetato es también importante porque puede convertirse en 
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foenolpiruvato, un precursor a su vez de la glucosa (гёл- 
¢ Figura 5.25). Además de éstos, el acetil-CoA representa el 
material de origen para la biosíntesis de ácidos grasos (véa- 
se Sección 5.15). Por tanto, el ciclo del ácido cítrico tiene dos 
funciones muy destacadas en la célula: bioenergética y biosin- 
tética, Lo mismo se puede decir acerca de la vía glucolítica, 
pues muchos intermediarios de tal vía se utilizan también 
para satisfacer necesidades biosíntéticas de la célula. 


/__ 5.13 Revisión de conceptos 


La respiración esla oxidación completa de un compuesto ogá- 
nico con liberación de mucha más energía que durante la fer- 
mentación. El ciclo del ácido cítrico desempeña una función fun- 
damental en la respiración de compuestos orgánicos. 


4 ¿Cuántas moléculas de CO, y cuántos pares de átomos de 
hidrógeno se liberan por cada acetato consumido en el ciclo 
del ácido citrico? 

Y ¿Qué dos funciones fundamentales tienen en común el ci- 
¿lo del ácido cítrico y la glucolisis? 


V DIVERSIDAD CATABÓLICA 
Y VISIÓN GLOBAL 
DE LA BIOSÍNTESIS 


Como se destacó en el Capítulo 2, la base de la diversidad 
microbiana es la diversidad metabólica; en particular, las dis- 
que los microorganismos han desarrolla- 
do para producir АТР. Hasta ahora hemos considerado en 
este capítulo solamente reacciones de microorganismos qui- 
mioorganotróficos. Ahora consideraremos fuentes de ener- 
ja alternativas a los compuestos orgánicos y luego termi- 
naremos el capítulo con una presentación general de las 
reacciones biosintéticas que proporcionan los monómeros 
necesarios para la formación de macromoléculas. 


[БЕ Aternativas catabólicas 


La Figura 523 resume los mecanismos por los que las 
cólulas pueden generar energía por métodos distintos a la 
fermentación y a la respiración aeróbica. Estos son la res- 
piración anaeróbica, la quimiolitotrofía y la fototrofía. 


Respiración anaeróbica 
Un método alternativo de generación de energía es una mo- 
dificación de la respiración en la que se usan aceptores de 
electrones diferentes del oxígeno. A diferencia de la respira- 
ción aeróbica, estos procesos se denominan respiración 
anaeróbica, Los aceptores de electrones utilizados en la res- 
piración anaeróbica son nitratos (NO, ), hierro férrico 
(Fe™*), sulfatos (50,2), carbonatos (СО, ) e incluso algu- 
пов compuestos orgánicos. Debido a sus posiciones en la 
torre de electrones (ninguno de estos. tiene un E," 
tan electropositivo como el par О. / НО) (véase Figura 5.9), 
se libera menos energía cuando se usan estos aceptores en 
vez de oxígeno. Sin embargo, el uso de estos aceptores al- 
ternativos permite a los microorganismos respirar en am- 
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(c) Metabolismo tototrófico 


Energética у flujo del carbono en (a) metabolismo qu 
micorganotroto respiratorio, (b) metabolismo quimioltotrolo, y (с) me- 
tabolismo lototrofo. Adviértase que en el metabolismo fototrófico el 
carbono para la biosíntesis puede proceder del СО, (fotoautatrofía) o 
де compuestos orgánicos (fotoheterotrofía). Nótese también en cada 
caso, la importancia del transporte de electrones que conduce a la 
erza motriz de protones. 


bientes que carecen de oxígeno. Como la solubilidad del O, 
еп el agua es más bien baja y se consume tan rápidamente 
por su elevada demanda como aceptor de electrones, la res- 
piración anaeróbica tiene una importancia ecológica nota- 
ble. En la Sección 17.13, se trata con más detalle la respira 
ción anaeróbica. 


Quimiolitotrofía 

Un segundo modo de generar energía se basa en el uso de 
compuestos inorgánicos en vez de orgánicos. Los organis- 
mos capaces de usar compuestos inorgánicos como dona- 
dores de electrones constituyen una clase de quimiotrofos 
y se llaman quimiolitotrofos. Entre los donadores inorgá- 
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nicos encontramos sulfuro de hidrógeno (HS), gas hidró- 
geno (Н), hierro ferroso (Ее? “ ) y amoniaco (NH). El me- 
tabolismo de los quimiolitotrofos implica normalmente pro- 
cesos de respiración aeróbica como los que acabamos de 
describir pero que usan una fuente de energía inorgánica en 
vez de orgánica (Figura 5.23). Los quimiolitotrofos tienen 
componentes para el transporte de electrones similares a 
Jos de los quimivorganotrofos y originan una fuerza mo- 
triz de protones que dirige la síntesis de ATP. Una diferen- 
сіз importante entre los quimiolitotrofos y los quimioorga- 
notrofos se establece según sus fuentes de carbono para la 
biosíntesis. Los quimioorganotrofos suelen usar compues- 
tos como la glucosa como fuente tanto de carbono como de 
energía, pero los quimiolitotrofos no pueden usar sus do- 
nadores de electrones inorgánicos como fuente de carbo- 
no. La mayoría de los quimiolitotrofos usan СО, como fuen- 
te de carbono y, por tanto, son autotrofos. En el Capítulo 17 
se presentan muchas formas de quimiolitotrofía. 


Fototrofía 
Muchos microorganismos, así como las plantas verdes, son 
отсо, es decir, utilizan la luz como fuente de energía en 
el proceso llamado fotosíntesis. Los mecanismos por los que 
la luz se emplea como energía son singulares y complejos, 
pero el efecto final es la creación de una fuerza motriz de 
protones que puede ser usada para la sintesis de ATP. La 
yor parte de los fototrofos usan la energía conservada en 
el ATP рага la asimilación del CO, como fuente de carbono, 
para la biosintesís, y son llamados fotoautotrofos. Sin em- 
bargo, algunos fototrofos emplean compuestos orgánicos 
сото fuente de carbono y la luz como fuente de energía, 
que se denominan fotoheterotrofos (Figura 5.23). Como se 
verá en el Capitulo 17, la fotosíntesis en los microorganismos 
presenta algunas características y complicaciones especia- 
es. Por ejemplo, hay dos tipos de fotosíntesis microbiana, 
una forma similar a la de las plantas en la que se despren- 
Че O, y otro tipo único que ocurre sólo en algunos proca- 

flotas en la que no existe liberación de O; 


Importancia de la fuerza motriz de protones 
para alternar las 

Desde el punto de vista del metabolismo energético los mi 
croorganismos muestran una sorprendente diversidad de 
estrategias para obtener energía. Miles de compuestos or- 
únicos, muchos compuestos inorgánicos y la luz pueden 
servir como fuente de energía a uno и otro microorganismo. 
Sin embargo, excepto en el caso de la fermentación, donde 
predomina la tosforilación a nivel de sustrato, la diversi 
dad en cuanto а la respiración y a la fotosíntesis gira en tor- 
тоа un tema común: la generación de una fuerza motriz de 
protones. Independientemente de sí los electrones proce- 
Чеп de la oxidación de un compuesto orgánico o inorgáni- 
со о de procesos fotosintéticos, todos ellos circulan por un 
sistema de transporte de electrones asociado a la membra- 
та y generan una fuerza motriz de protones (Figura 5.20). 
En todos los casos, la conservación de la energía es posible 
mediante la función de la ATPasa (Figura 521). En el Ca- 
pítulo 17, se examinarán más detenidamente los detalles 
delas diferentes estrategias bioenergéticas que dan como re- 
sultado la producción de la fuerza motriz de protones, 


/_5.14 Revisión de conceptos 


Otros aceptones de electrones diferentes del oxígeno pueden fun- 
cionar como aceptores finales para la generación de energía. En 
ausencia de oxigeno, este proceso de denomina respiración anae- 
óbica. Los quimiolitotrofos usan compuestos inorgánicos coma 
donadores de electrones, mientras que los fototrofos usan la luz 
para originar la fuerza motriz de protones. En todas las formas de 
respiración o fotosíntesis se genera la fuerza motriz de protones, 


4  Diferencie entre los quimicorganotrofos y los químiolito- 
trofos en cuanto a sus donadores de electrones. 

4 ¿Cuáles la fuente de carbono de los microorganismos auto- 
лобова? 

4 ¿En qué se diferencian los fotomlotrefos de los fotoheterotro- 
Г 


EZH Siosintesis de monómeros 


Hasta ahora hemos considerado el catabolismo, es decir, 
los procesos por los que los microorganismos obtienen ener- 
gía de los compuestos orgánicos. Consideraremos ahora 
brevemente otra serie importante de reacciones que ocu- 
ттеп en la célula y que constituyen el anabolismo, esto es, 
los procesos que permiten construir la amplia variedad de 
sustancias de las que ве componen. 

La energía para el anabolismo la suministra el ATP о la 
fuerza motriz de protones, que son diferentes formas de 
energía química (Figura 5.24). Esta energía generada du- 


rante el catabolismo se consume tanto en la formación de 
monómeros como durante la polimerización de los monó- 
meros para formar las respectivas macromoléculas, Nues- 


IEEE sema эе anabolismo y catabolismo mostrando la 


función fundamental del АТР y de la fuerza motriz de protones en la 
integración de los procesos. Los monómeros pueden proceder como. 
nutnentes preformados del medio о de las rutas catabólcas como а. 
Фусо o el ciclo del ácido citrico. 
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tro tratamiento aquí de las rutas biosintéticas sólo intenta 
aportar una visión global de la síntesis de los monómeros 
más importantes; la biosíntesis de macromoléculas se tra- 
ta en el Capítulo 7. 


Monómeros de los polisacáridos: azúcares 

Los polisacáridos son constituyentes de las paredes celula- 
тез de muchos organismos y de las bacterias, pues recor- 
demos que el peptidoglicano de la pared celular tiene un es- 
queleto polisacarídico, Además, las células acumulan а 
menudo carbono y energía en forma de los polisacáridos 
almidón y glucógeno (véanse Secciones 33 y 4.13). Las uni- 
dades monoméricas de estos polisacáridos son azúcares de 
seis carbonos llamados hexosas, particularmente glucosa о 
derivados de glucosa, Además de las hexosas, en la célula 
también son comunes los azúcares de cinco carbonos lla- 
mados pentosas. Estos incluyen la ribosa y la desoxiribosa 
que están presentes en el RNA y DNA, respectivamente. 

En los procariotas los polisacáridos se sintetizan a par- 
tir de uridina difosfoglucosa (UDPG, Figura 5250) o bien ade- 
nosina difosfoglucosa (ADPG), que son formas activadas de la 
glucosa, ADPG es el precursor para la biosíntesis del glu- 
cógeno, mientras que UDPG es el precursor de varios de- 
rivados de glucosa necesarios para la biosíntesis de otros 
polisacáridos celulares, como el peptidoglicano o el lipo- 
polisacárido de la membrana externa de bacterias Gram ne- 
gativas (véanse Secciones 4.8 y 4.9). 

Cuando una célula crece utilizando una hexosa como la 
glucosa, resulta obvio que la obtención de glucosa no su- 
pone ningún problema. Pero cuando la célula crece sobre 
otros compuestos carbonados, debe sintetizar glucosa. Este 
proceso, llamado gluconeogénesis, usa como material inicial 
el fosfoenolpiruvato, uno de los intermediarios de la gluco 
sis (обаве Figura 5.14). El fosfoenolpiruvato se puede sinte- 
tizar a partir del oxalacetato, un intermediario del ciclo del 
ácido cítrico, Una visión general del metabolismo de las he- 
ховав se expone en la Figura 5.25. 

Las pentosas se forman a partir de hexosas mediante la 
pérdida de un átomo de carbono, por lo general como CO, 
(Figura 525%). Las pentosas que se requieren para la síntesis 
де los ácidos nucleicos, es decir, la ribosa y la desoxiribosa, 
se forman como se indica en la Figura 5.25с. La enzima rih 
nucleótido reductasa convierte la ribosa en desoxirribosa por 
reducción del carbono 2' del anillo. Resulta interesante que 
esta reacción ocurre después, no antes, de la síntesis de nu- 
cleótidos, de modo que los ribonuclcótidos son sintetizados 
en primer lugar y luego algunos de ellos se reducen a des- 
oxirribonucicótidos que actúan como precursores de DNA. 


ИШЛЕГЕ vetavotsmo de azucares. (a) Los polsacárdos se si- 
tetizan a partir de lormas activadas de las hexosas сото ШОРО, cuya 
estructura se indica. (b) El glucógeno se sintetiza де la adenosina-fos- 
foglucosa (ADPG) por adición secuencial de glucosa. (с) Las pentosas. 
para la síntesis de ácidos nucleicos se torman por decarboxilación de 
las hexosas como glucosa-6-fostato, Los precursores de DNA se pro- 
ducen a partir de los precursores de ANA por la enzima nibonuciedtido. 
reductasa, (d) Gluconeogénesis. Cuando se necesita glucosa, se puede. 
blosintetzar de otros compuestos carbonados, invirtiendo por lo ge- 
neral los pasos de la glucobsis. 


Monómeros de proteínas: aminoácidos 

Los organismos que no pueden obtener alguno o todos los 
aminoacidos preformados del medio deben sintetizarlos a 
partir de otras fuentes. Los aminoácidos se pueden agrupar 
еп familias, relacionadas estructuralmente, que comparten 
propiedades biosintéticas (Figura 5.26). Los esqueletos car- 
bonados de los aminoácidos derivan, casi exclusivamente, 


кос, 
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Familias de aminoácidos. Observe cómo al esquais- 
10 carbonado de la mayoría de los aminoácidos denva del ciclo del 
oido citrico о de la glucolisis. La sintesia de aminoacidos de una fa- 
ТМ requiera а menudo muchos pasos distintos catalizacos enzimá- 
camente a partir del aminoacido parental (mostrado en negrta) 


Че intermediarios de la glucolisis o del ciclo del ácido ci 
trico (Figura 5.26) 

El grupo amino de los aminoácidos procede con frecuen- 
da de alguna fuente nitrogenada inorgánica del medio, 
кото el amoniaco (NH) que típicamente se incorpora en la 
formación de los aminoácidos glutamato o glutamina por las 
enzimas glutamato deshidrogenasa о glutamina smtetasa, res- 
pectivamente (Figura 5270, Una vez que el amoniaco se 

incorporado, puede ser luego transferido para formar 


otros compuestos nitrogenados requeridos. Por ejemplo, el 
Вато puede donar su grupo amino al xalacetato me- 


йе una reaccion de fransaminación para formar «-ceto 
імага y aspartato (Figura 5.276). Alternativamente, la 
glutamina puede reaccionar con el a-cetoglutarato para for- 
mar dos moléculas de glutamato en una reacción catalizada 
por una aminotransferasa (Figura 5.274). El resultado final de 
Este tipo de reacciones es la incorporación del amoniaco en 
varios esqueletos carbonados a partir de los cuales ocurren 

teriores reacciones biosintéticas que permiten formar los 
¿0 aminoácidos necesarios para sintetizar proteínas. 


'Monómeros de ácidos nucleicos: nucleótidos 

La biosíntesis de las purinas y las pirimidinas es bastante 
complicada. Las purinas se forman literalmente átomo a 
#ото a partir de varias fuentes carbonadas y nitrogena- 
das, incluyendo CO, (Figura 5.280). El ácido inosímico (Fi- 
¿guta 5.281) es el primer eslabón que actúa como precursor 
Че todos los otros nueleótidos con purinas; una vez que 
stos se sintetizan (en su forma de tifosfatos) están listos 
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CEE "corporacion ае amnoicidos en bactonas, E amo- 


тасо y los grupos amino de lodos ов aminoácidos se indican en azul, 
Las dos vías principales de asimilación de NH, en bacterias son las. 
catalizadas por las enzimas (a) glutamato deshidrogenasa y (b) gluta- 
mina sintetasa. (c) Las rescciones de transaminasa transfieren simplo- 
mente un grupo amino de un aminoácido а un ácido orgánico. (d) En 
la reacción catalizado por la enzima glutamato sintetasa, se forman 
dos glutamatos а partir de una glutamina y de un «ı-cetoglutaralo. 


para ser incorporados en el DNA о el RNA (обаве Sec- 
ciones 7.5-7.11). De modo análogo, el anillo de las pirimi 
dinas también se forma a partir de varias fuentes (Figura 
528c) y el primer compuesto clave es el uridilato, a partir 
del cual derivan todas las otras pirimidinas (Figura 5.284), 


Monómeros de lípidos: ácidos grasos 

Los ácidos grasos se necesitan para la biosintesis de lípidos 
еп Bacteria y еп Eukarya (обале Secciones 3.4 y 4.5). Los áci- 
dos grasos se sintetizan en bloques de dos átomos de car- 
bono con ayuda de una pequeña proteína llamada proteína 
transportadora de grupos acilo (АСР, del inglés acyl carrier pro- 
tein). A medida que está siendo sintetizado, la ACP esta uni- 
da al ácido graso en crecimiento y se libera de él una vez 
que ha alcanzado la longitud adecuada, como ocurre con el 
palmitato, un ácido graso muy común de 16 átomos de car- 
bono (Figura 529; Figura 37). Aunque el ácido graso se va 
construyendo por bloques sucesivos de dos carbonos, re- 
sulta interesante que estos dos carbonos los dona cada vez 
un compuesto de tres carbonos, el malonato unido a ACP en 
forma de malonil-ACP; por cada residuo de malonil que se 
incorpora, se libera una molécula de CO, (Figura 5.29), 

La composición celular en ácidos grasos varía de espe- 
cie a especie y dentro de una especie determinada puede 
variar también en función de la temperatura (el crecimien- 
to a baja temperatura favorece la síntesis de ácidos grasos 
de cadena corta), pero los ácidos grasos C,,-C,, son los más 
comunes en Bacteria. Además de ácidos grasos saturados y 
de número par de átomos de carbono, los ácidos grasos 
pueden ser también no saturados, ramificados о contener 
un número impar de átomos de carbono. Los по saturados 
contienen uno o más dobles enlaces en la larga porción hi- 
drofóbica de la molécula, y el número y posición de estos 
dobles enlaces es con frecuencia específico para cada espe- 
cie o grupo. Los ácidos grasos ramificados o de cadena impar 
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del aspartato- eN 
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Biosintesis de purinas y pirimidinas. (а) Precursores 
del esqueleto de las purinas. (Б) Ácido Inosínico, el precursor de todos 
los nucleótidos de рипа. (с) Precursores del esqueleto de las pirimi- 
dinas, el ácido orótico. (4) Uridlato, precursor de todos los nucteótdos. 
де pirimidinas. Е uridilato se forma del orotato tras una descarboxila- 
ción y la adición de ribosa-5-tosfato. 


de átomos de carbono se forman a partir de una molécula 
iniciadora que contiene una cadena ramificada о a partir 
Че un grupo propionil (Сз), respectivamente. 

El ensamblaje final de los lípidos en Bacteria y Eukarya 
supone la adición de los ácidos grasos a una molécula de 
glicerol. En el caso de los triglicéridos simples, los tres car- 
bonos del glicerol se esterifican con ácidos grasos, pero en 
el caso de los lípidos complejos uno de los carbonos del gli- 
cerol contiene una molécula de fosfato, etanolamina, un 
azúcar o algún otro compuesto polar (véase Figura 3.7). En 
Arqueas, los lípidos contienen cadenas de fitano en vez de 
ácidos grasos (véase Sección 45) pero, como en Bacteria y 
Eukarya, el tercer carbono del glicerol normalmente contie- 
ne un grupo polar de algún tipo. 


Biosíntesis y crecimiento 
Hemos visto los principios básicos de la biosíntesis de los 
'monómeros necesarios para la síntesis de macromoléculas, 


que constituyen la esencia misma de la célula (oérse Tabla 
3.2). Antes de considerar cómo dirige la célula la síntesis 
de sus macromoléculas, sobre todo de las macromoléculas 
que llevan información, examinaremos el fenómeno del cre- 
cimiento celular, El crecimiento (y la multiplicación) es el re- 
sultado final de todas las reacciones catabólicas y anabóli- 
саз que hemos considerado en este capítulo, Una vez que 
conozcamos los principios del crecimiento microbiano y 
'comprendamos los factores ambientales que lo controlan, 
estaremos en condiciones de estudiar los detalles del «flu- 
jo de la información» y de la genética, y comprenderemos 
que la síntesis de ácidos nucleicos y de proteínas está co- 
ordinada en la célula procariótica, 


/_5.15 Revisión de conceptos 


La biosíntesis de monómeros a partir de nutrientes del medio o 
de intermediarios del catabolismo prepara a la célula para el 
paso final de la biosíntesis, la síntesis de macromoléculas. Exis- 
te una gran variedad de sistemas enzimáticos y de rutas bio- 
sintéticas para la biosíntesis de azúcares, aminoácidos, nucleó- 
tidos y ácidos grasos. 


2 ¿Qué formas activadas de la glucosa intervienen en la bio- 
Sintesis de polisacáridos o de otras hexosas? 

е ¿De dónde proceden la mayoría de los esqueletos carbona- 
dos de los aminoácidos? 

7 Explique por qué los ácidos grasos se forman mediante la 
adición de bloques de dos átomos de carbono, mientras el 
donador de éstos contiene tres átomos de carbono, 


АСР 
Aor 
онова CoA 
АСР 
2 
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Biosintesis de ácidos grasos; se indica la sintesis del 
cido graso С. palmitato (véase Figura 3.7). La condensación de ace- 
"ACP у maloni-ACP forma acetoaceti-CoA. Cada adición sucesiva 
Зе unidades de acetilo procede del malonil-CoA 


PREGUNTAS 01 


Preguntas de repaso 


1. Defina los términos quimivorganotrofo, quimiolitotrofo, 
fotoautotrofo y fotoheterotrofo. 

2. ¿Por qué el carbono y el nitrógeno son macronutrientes 
y el cobalto es micronutriente? 


3. ¿Quéson los sideróforos y para qué se usan? 


4. Por qué el siguiente medio no puede ser considerado 
un medio definido: glucosa, 5 gramos (g); NH,CI, 1 g 
KHJRO, 1 gi MgSO, 03 yy extracto de levadura, 5 g 
agua destilada, 1 litro. 

5. Describa cómo calcularía el valor AG" en la reacción: 
glucosa + 6 О; + 6 CO, + 6 ЊО. Si se le dijera que 
esta reacción es muy exotérmica, ¿cual sería el signo 
(negativo o positivo) de AG"? 

6. Diferencie entre AG” y AG’, 

7. ¿Para qué necesita la célula enzimas? 


8. Explique por qué una enzima de la bacteria Escherí 
«йа coli pierde su actividad catalítica si se hierve. 

9. Describa la diferencia entre una coenzima y un grupo 
prostético. 

10. La siguiente lista es una serie de donadores y acepto- 
res de electrones acoplados. Usando los datos de la Fi- 
gura 59, ordene esta serie en función de la energía pro- 
ducida de mayor а menor: Н./Ре", HS/O, 
melanol/NO, (produciendo NO, 7), H/0,, Fe /O,, 
NO, /Fe™, HS/NO, 

11. ¿Quées un transportador de electrones? Dé tres ejem- 
plos de transportadores de electrones e indique sus 
formas oxidadas y reducidas. 


12. La reacción glucosa 6 fosfato + ADP 4 glucosa + АТР, 
¿es exotérmica o endotérmica? Observe la Figura 512 
para responder а esta pregunta. 

аз, Durante la glucoliss, señale dónde se produce NADH 
y dónde se consume. 

14. El hierro tiene una función importante dentro de la 
célula en procesos que generan energía. Cite tres ejem- 
plos en los que el hierro intervenga como transporta- 
dor de electrones. ¿Cómo se suministra el hierro como. 
nutriente en los medios de cultivo? 

15. Comente el significado del término fuerza motriz de pro- 
Jones y por qué este concepto es tan importante en bio 
logía. 

16. ¿Cómo se utiliza la energía rotacional de la ATPasa 
para producir АТР? 

17. El dinitrofenol y el cianuro actúan como venenos ce- 
lulares de modo muy diferente. Compare y diferencie 
los modos de acción de estos dos compuestos. 

18, Indique simplificadamente la ecuación de la reacción 
redox de un citocromo, ¿Sugiere alguna función para 
la porción de la molécula de citocromo que no está im- 
plicada en la oxidación-reducción? 


19. Considerando la función de la cadena de transporte 
е electrones, ¿podría imaginarse la existencia de un 
organismo que careciera por completo de los compo- 
nentes necesarios para el transporte de electrones? (Pis- 
la: centre su respuesta en el mecanismo de la ATPasa). 

20. Repase el balance energético de la fermentación y la 
respiración definiendo todos los pasos que permiten 
síntesis de АТР. Los organismos pueden obtener apro- 
ximadamente 20 veces más ATP cuando crecen aeró- 
bicamente sobre glucosa que anaeróbicamente. Eseri- 
ba una frase que explique esta diferencia, 

21. ¿Por qué se dice que el ciclo del ácido cítrico desem- 
peña dos funciones importantes en la célula? 

22. ¿Cuáles son la similitudes y las diferencias entre la res- 
piraciûn aeróbica del quimioorganotrofo Escherichia coli 
у del quimiolitotroto Thiobacillus (Марагив? 

23. La Figura 5.26 indica que sólo unos cuantos interme- 
diarios sirven como punto de partida para la biosín- 
tesis de aminoácidos. Para cada una de las familias de 
aminoácidos, identifique el componente inicial y en 
qué ruta metabólica puede encontrarse. 

24. Describa el proceso por el que se sintetiza en la célula 
un ácido graso saturado como el palmitato (С). 

25. ¿A qué nos referimos con el término «técnica asépti- 
ca»? Describa los pasos a seguir en la transferencia efi- 
caz de un cultivo axénico o puro desde su tubo de cul- 
tivo a un tubo con medio estéril. 

26. Si tiene un cultivo líquido conteniendo tres especies 
diferentes de bacterias, ¿cómo podría confirmarlo 
usando una placa Petri? ¿Cómo podría utilizar la pla- 
са Petri para generar cultivos axénicos o puros de cada 
organismo? ¿Hay algún otro modo por el que pudie- 
ra detectar la contaminación en un cultivo? (Pista: re- 
vise rápidamente el material del principio del Capitu- 
lo 4 antes de contestar), 

27. Observe el modelo de la enzima lisozima en la Figura 
57. ¿Cuál es el sustrato para esta enzima? (Pista; una 
revisión rápida del material en al Sección 43 le ayu- 
dará aquí). ¿Dónde se une el sustrato? ¿Por qué pue- 
de encontrarse la lisozima en secreciones naturales del 
cuerpo tal como los fluidos que bañan el ojo? 

28. ¿Por qué puede decirse que el NADH es un «trans- 
portador electrónico»? ¿Qué figura de este capítulo 
ilustra esta acción transportadora? 

29. Para que una reacción produzca ATP, ¿cuál es la can- 
tidad minima de enengía que debe liberarse para que 
se sintetice ATP a partir de ADP? En la Figura 5.14, 
¿qué reacciones enzimáticas liberan energía que se 
conserva como АТР? 

30. ¿Cuál esla fuente de carbono de la mayoría de las bac- 
terias quimiobitotróficas? ¿Por qué tiene sentido consi- 
derando la naturaleza de sus donadores de electrones? 
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Ejer ticos 


los p 


1. Diseñe un medio de cultivo definido para un organis- 
то que puede crecer aeróbicamente sobre acetato 
como fuente de carbono y energía. Compruebe que to- 
dos los nutrientes requeridos por el organismo están 
Presentes y en las proporciones relativas correctas. 


2. Desulfovibrio puede crecer anaeróbicamente con Н. 
como donador de electrones y SOF como aceptor di 
electrones (que es reducido hasta Н,5). Con esta in- 
formación y los datos de la Tabla A1.2 del Apéndice 1 
indique 
existir en la cadena de transporte de electrones de este 
organismo y por qué: citocromo с, ubiquinona, cito- 
cromo су citocromo asy ferredoxina. 


! de los siguientes componentes по podría 


3. De nuevo, utilizando los datos de la Tabla A12, pre- 
diga la secuencia de transportadores 
un organismo que crece aeról 


electrones. 


¡mente y contiene los 
siguientes transportadores: ubiquinona, citocromo aa, 
citocromo b, NADH, citocromo с, FAD. 


4. Explique la siguiente observación: las células de Es- 
cherichia coli que fermentan glucosa crecen más rápido 
si se añade МО, al cultivo (produciéndose NO) ) y 
luego crecen aún más rápido (a la vez que dejan de 
producir NO, ) cuando al cultivo se suministra airea- 

5. Teniendo en cuenta la glucolisis, el ciclo del ácido cítrico 
y la gluconcogénesis, explique por qué un mutante de 
Escherichia coli que contiene una malato deshidroge- 
nasa defectiva (que no puede realizar la reacción 
malato™ + NAD + + oxalacetato” + NADH + H*) 
(ойне Figura 522) es capaz de crecer sobre glucosa pero 
по sobre acetato, mientras que cepas silvestres de Е. coli 
no mutadas pueden crecer sobre ambos sustratos, 


a división celular origina dos células a partir de una. Ба las bacterias con 
forma bacilar ente proceso suelo ocurrir mediante fie 


que cor 


iste еп el alargamiento gradual de una célula y su posterior separación 
& dos células, La di 


requiere proteinas específicas, como la prote- 
(па 1132 que se muestra aquí mediante tinción de las células, Para iniciar el pro» 


ото de división se depositan copias de F15Z formando un anillo que identifica el 
punto medio dela célula, Una vez que ha ocurrido esto, se activan otras proteínas 
impecíficas de la división celular yw ропе en marcha una serie de etapas que hl- 
minan en el proc división 
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Acidófilo un organismo que crece mejor a 
РН bajo 

Aerobie un onganismo que puede usar el O, 
en la respiración; algunos requieren O, 
para el crecimiento 

Alealêfilo un organismo que crece mejor a 
ph alto 

Anzerobio un organismo que no puede usar 
el O; en la respiración y cuyo crecimiento 
puede ser inhibido por el O, 

Anzeroblo aerotolerante un miron 
nismo incapaz de respirar con oxigeno mo- 
lecular (О,) pero que no es afectado por la 
presencia de Os 

\Ашойыв lisis celular espontánea, normal- 
mente debida a la actividad de proteinas 
нса» llamadas autolisinas. 

Crecimiento incremento en el número de 
células 

Crecimiento exponencial «cimiento de 
un microorganisme cuyo numero de clir 
las se duplica en un periodo constante de 
tiempo 

Cultivo monofásico о en batch но 
microbiano que funciona como un sistema 
cerrado de volumen constante 

Divisoma complejo proteico implicado en 
proceson de división celula en procariotas 

Extremófilo un organismo que crece de 
"modo óptimo en una o más condiciones fi- 
sicas o químicas extremas, como por ejem- 
plo a alta o baja temperatura o pH 

con respecto al О, un organis- 
ma que puede creer en su ausencia о en su 
presencia 


Fase estacionaria «і periodo que sigue al 
crecimiento exponencial cuando la чекка. 
dad de crecimiento de la población es cero. 

Fase lag periodo anterior a la fase de creci- 
miento exponencial cuando las células 
pueden tener un metabolismo activo pero. 

Fisión binaria division celular que sigue al 
aumentar una célula dos veces su tamaño 
minimo 

FtsZ una proteina clave en la división celu- 
lar que forma un anillo a lo largo del plano 
de división para iniciar la elongación ce- 
tular 

Halófilo extremo un microrganismo que 
requiere para crecer grandes cantidades de 
sal (NaC), por о general superiores al 10% 
y a veces próximas a la saturación 

Malêfîlo un microorganismo que requiere sal 
(NACI) para crecer 

Halotolerante un organismo que no ne 
quiere sal (NaCI) para crecer pero que 
puede crecer en su presencia, en algunos 
canes, а niveles salinos elevados. 

Hipertermêfilo mcrvorganismo que bene 
una temperatura Óptima de AC o supe 

Meséfilo un organismo que crece mejor a 
temperaturas entre 20°C y 45°C 

Mieroaeréfilo organismo. aeróbico que 
puede crecer sólo cuando la presión par- 
cial del oxígeno es menor que la del aire 

PH valor negativo del logaritmo de la con 
centración de iones hidrógeno (Н) en una 
solución 


Peicróflo organismo con una temperatura 
Óptima de crecimiento de 15°C о menor y 
una temperatura máxima de crecimiento 
inferiora 20°C 

Pslerotolerante organismo capaz de ener 
а bajas temperaturas pero cuya tempera- 
tura óptima de crecimiento está por encima 
КЕЗ 

Quimiostato aparato que permite el cultivo 
continuo de microorganismos en el que se 
pueden controlar independientemente la 
velocidad de crecimiento y el número de 
células 

Soluto compatible una molécula que se 
acumula en el citoplasma para ajustar la 
actividad de agua y que no inhibe los pro- 
¡esos bioquímicos 

Temperaturas cardinales los рата 
minima, óptima у máxima que permiten el 
«crecimiento de un organismo determinado 

Termélilo organismo cuya temperatura óp- 
tima de crecimiento está entre 45°C y 8PC 

Tiempo de generación c1 empo nece 
rl para que una población de células mi- 
crobianas duplique su número 

Traspeptidación lormación de puentes рер. 
tidicos entre las unidades de ácido nacetil 
murámico durante la sintesis de peptido- 
вістю 

Xerófilo organismo que es capaz de vivie, o 
que vive mejor, en ambientes muy secos 


1 TEORÍA Y PRÁCTICA DEL 


continuo de la población. Además de la comprensión de 


CRECIMIENTO MICROBIANO 


H asta ahora hemos tratado de la estructura de las 

macromoléculas celulares (vésse Capítulo 3), de 
la relación entre estructura y función (одзе Capítulo 4), y 
de los principios generales de la nutrición microbiana y 
del metabolismo (véase Capítulo 5). Antes de comenzar el 
estudio de la biosíntesis de macromoléculas y de la gené- 
tica molecular de los microorganismos (обе Capítulo 7), 
vamos a considerar algunos aspectos del crecimiento mi- 
crobiano. 

En microbiología, la palabra crecimiento se define como 
ип incremento en el número de células. El crecimiento es un 
componente esencial de la función microbiana, ya que en la 
naturaleza cualquier célula tiene un periodo de vida finito 
y la especie se mantiene como resultado del crecimiento 


los aspectos básicos del crecimiento microbiano, muchas 
situaciones prácticas hacen necesario el control del creci- 
miento microbiano. El conocimiento de cómo las poblacio- 
nes bacterianas se amplifican rápidamente es muy útil рага. 
el diseño de métodos de control del crecimiento mi 

no; estudiaremos estos métodos en el Capítulo 20. 


La célula bacteriana es una máquina sintética capaz de du- 
icarse a sí misma. Los procesos bioquímicos del 
miento celular bacteriano suponen no menos de 2000 
reacciones de una gran variedad de tipos. Algunas de es- 
tas reacciones son transformaciones de la energía. Otras 
suponen la biosíntesis de pequeñas moléculas, las unida- 
des básicas de las macromoléculas, así como los diversos 
cofactores y coenzimas necesarios para las reacciones enc 
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zimáticas. Sin embargo, las principales reacciones celula- 
res sintéticas consisten en reacciones de polimerización, por 
las que los polímeros (macromoléculas) se forman a partir 
delos monómeros. Una vez que se fabrican los polímeros, 
está dispuesto el escenario para los procesos finales del 
crecimiento: el ensamblaje de las macromoléculas y la for- 
mación de las estructuras celulares como pared celular, 
membrana citoplasmática, flagelos, ribosomas, cuerpos de 
inclusión, complejos enzimáticos, etc. 


Fisión binaria 

En la mayoría de los procariotas, el crecimiento de una cé- 
lula individual continúa hasta que se divide en dos células 
nuevas, un proceso que se denomina fisión binaria (bina- 
па expresa el hecho de que se forman dos células a partir 
Че una). En un cultivo en crecimiento de un bacilo como 
por ejemplo Escherichia coli, se observa que las células se 
alargan hasta aproximadamente el doble de la longitud de 
lo célula más pequeña y luego forma un tabique que acaba 
por separar la célula en dos células hijas (Figura 6.1). Este 
tabique se conoce como septo y es el resultado del creci- 
miento hacía dentro de la membrana citoplasmática y la 
pared celular desde direcciones opuestas hasta que las dos 
«ша» hijas se separan (Figura 6.1). 

е el ciclo de crecimiento, todos los constituyen: 
es aumentan, de modo que cada célula hija reci 
be un cromosoma completo y suficientes copias de todas 
las macromoléculas, monómeros e iones inorgánicos, como 
para existir como célula independiente. El reparto del DNA 


соо forma de bacilo. Para simplificar, el посівокіе se representa como 
ün circulo sencillo en verde. 


replicado entre las dos células hijas depende de Ia unión 
del DNA а la membrana durante la división, y la segrega- 
ción real de las dos copias es facilitada por la formación del 
septo (Figura 6.1). 

El tiempo necesario para completar un ciclo de creci- 
miento celular en las bacterias es muy variable y depende 
Че varios factores, tanto nutricionales como genéticos. Вајо 
las mejores condiciones nutritivas, la bacteria Escherichia coli 
puede completar el ciclo en unos 20 minutos; unas cuantas 
bacterias pueden crecer incluso más rápidamente, pero la 
mayoría lo hacen más lentamente. El control de la división 
celular es un proceso complejo y parece estar íntimamente 
relacionado con sucesos que ocurren durante la replicación 
del cromosoma. 


Proteínas Fts y el plano de la división celular 
Se han identificado varias proteínas importantes en el pro- 
ceso de la división celular de los procariotas. Estas proteí- 
паз son esenciales para la división celular normal y se han 
llamado proteínas Fts (del inglés «filamentous temperatu- 
re sensitive», que describe las propiedades de las células 
соп mutaciones еп los genes que las codifican). En Escherí- 
chia coli y otras bacterias se ha estudiado con detalle una 
proteína clave del grupo FtsZ. Las proteínas Fts están dis- 
tribuidas universalmente entre procariotas, incluyendo Ar- 
бшм, y también se han encontrado proteínas de este tipo en 
las mitocondrias y cloroplastos, lo que apoya la existencia 
de lazos evolutivos con Bacteria (véanse Secciones 23 y 14.5). 
Resulta interesante que FtsZ muestre similitudes estructu- 
rales con la tubulina, una proteína importante en la divi- 
sión celular de los eucariotas (véase Sección 14.1). 

Las proteínas Fts forman en la célula un aparato de di- 
visión que se llama divisoma, cuya formación comienza con 
la unión de moléculas de FtsZ. formando un anillo alrededor 
del cilindro celular hacia el centro de la célula (Figura 62), 
Esta área define el plano de división celular. Las moléculas 
de FtsZ polimerizan hasta formar un anillo continuo que 
luego atrae a otras proteínas FtsZ (Figura 6.2). Se piensa que 
el divisoma también contiene proteínas implicadas en la sin- 
tesis de peptidoglicano (vénse Sección 6.2). Las actividades 
del divisoma con relación a cómo ocurre realmente la divi- 
sión celular es un área de investigación muy activa. El 
soma parece dirigir la síntesis de nuevos materiales de 
membrana y de pared celular en las dos direcciones hasta 
que la célula alcanza aproximadamente el doble de su lon- 
gitud original; a continuación ocurne una constricción para 
formar las dos células hijas como se indica en la Figura 6.1. 

La replicación del DNA ocurre antes de que se forme el 
anillo de FtsZ. El cese de la síntesis de DNA parece ser la se- 
ñal para la formación del anillo, y esta estructura aparece 
precisamente en el espacio situado entre los dos nucleoides 
duplicados. La localización del punto medio real parece de- 
bîda a una serie de proteinas llamadas Min, especialmente 
a MinE, que de algún modo interacciona con los nuclevides 
duplicados. En cualquier caso, a medida que progresa la 
elongación celular, las dos copias del cromosoma se sepa- 
ran y cada uno termina en una célula hija. Cuando ocurre 
la constricción, el anillo de FtsZ comienza a despolimeri- 
zarse y se dispara hacia el interior de esa zona la síntesis 
delos materiales de la pared celular que eventualmente Ile- 
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Anillo Рг —, Proteinas. 


Membrana 
eiloplasmática 


Plano de división 


mostrando el апіо de las moléculas de FtsZ alrededor del plano de d- 
visión. (b) Aparición y degradación del aniio FtsZ durante el ciclo cetu- 
lar de Escherichia сой. Microscopía: Ма superior, contraste de fases; 
segunda fla, tinción dol nucleoida; tercera а, células teñidas con un re- 
activo especifico para FtsZ: cuarta Ма, tinción combinada del nucleo 
Че y FtsZ. Procesos de división celular. primera columna, anilo FtsZ 
aùn sin formar; segunda columna, aparición del aniio FtsZ cuando ві nu- 
cleoide inicia la segregación; tercera columna, anilo FtsZ completo du- 
rante la elongación; cuarta columna, degradación del anilo Ғуз2 y 
división celular. La barra en la foto superior izquierda, 1 um. 


gan a sellar la región de unión de una célula соп otra. La 
proteína FtsZ tiene actividad enzimática y es capaz de hi- 
drolizar guanosina trifosfato (GTT) liberando energia. Ра 
rece probable que esta energía sea la responsable de la 
Polimerización y despolimerización de FtsZ, y la forma 
ción y destrucción del anillo correspondiente (Figura 6.2). 

Las proteínas Fts constituyen un engranaje clave en el 
proceso de división celular en procariotas, Existe un gran in- 
terés en comprender la división celular bacteriana а nivel 
molecular, no sólo por motivos de investigación básica sino 
también porque tal conocimiento puede conducir al desa- 
rrollo de nuevos compuestos dirigidos a puntos especifi 
cos del proceso. Como en el caso de la penicilina, un 
antibiótico que interfiere la síntesis de la pared celular bac- 
teriana (vénse Sección 6.2), ciertos compuestos capaces de 
bloquear la división podrían tener efectos selectivos sobre 
bacterias patógenas sin afectar a los humanos o a los ani- 
males, que carecen de proteínas Fis. 


Forma celular y actina en procariotas 

Aunque las proteínas FtsZ tienen un papel importante en 
la división, cabe preguntarse qué factor o factores deter 
minan la forma de una célula procariótica. Durante mu- 
chos años se pensó que el peptidoglicano se sintetizaba 
de tal modo que definía, o al menos participaba, en el 
establecimiento de la morfología celular. Ahora parece cla- 
ro que en procariotas existen proteínas específicas impli- 
cadas en este proceso. Tales proteínas muestran una 
homología significativa con la proteína actina, componente 
fundamental del citoesqueleto de las células eucarióticas 
(véase Sección 14.4). 

La proteína clave que determina la forma en procario- 
tas se denomina MreB. Esta proteína forma una especie de 
citoesqueleto similar al de la actina en Bacteria y probable- 
mente también en Archaea. La proteína MreB forma bandas 
filamentosas en espiral en el interior de la célula, debajo la 
membrana citoplasmática, Parece que el citoesqueleto de 
Mrel determina de alguna manera la forma celular gene- 
rando una fuerza contra la membrana citoplasmática. 

Curiosamente, las bacterias con forma de coco carecen de 
proteinas MreB y de los genes que las codifican, Esto sugie- 
те que =por defecto» la forma de una bacteria es la esférica y 

las variaciones en la disposición de los filamentos MreB 
en las células no cocoides determinan la forma bacilar y otras 
morfologías celulares típicas de varios procariotas (ийке F 
gura 4,11). Por tanto, con FtsZ y MreB, la célula procariótica 
posee proteínas estructuralmente similares a la tubulina y a 
la actina, respectivamente, que son las proteínas involucra- 
das en la división celular y en el andamiaje interno de las cé- 
lulas eucorióticas. Es notable observar cómo las soluciones 
biológicas a estos procesos clave en las células cucarióticas tie 
ne sus raices evolutivas en las células procarióticas 


Y Revisión de conceptos. 


El crecimiento microbiano supone un incremento en el número 
de células más que en el tamaño de las células individuales. El 
crecimiento de la mayoría de los microorganismos ocurre рог fi- 
sión binaria. La división celular y la replicación del cromosoma 
están reguladas de modo coordinado, y 

claves en estos procesos. 


Й 


s proteínas Fts son 


or qué es necesario que el cromosoma bacteriano ке ге- 
tes de la división bina 


plique 

Y ¿Cuáles la función de la prot 
lar de los procariotas? 

т 


Mess 
y división celular 3 


Cuando una célula se alarga antes de la división celular, se 
sintetiza una nueva pared celular. Este nuevo material debe 
añadirse a la pared celular preexistente sín pérdida de la 
integridad estructural. Este proceso ocurre como se indica 
еп la Figura 63. En la zona del anillo FtsZ (Figura 6.20 y 
Figura 63) se abren pequeños huecos en la pared que son 
creados por enzimas llamadas aufolisinas, funcionalmente 
similares a la lisozima y que están presentes en el divisoma 


l es la función de la prol 


ina MreB en procariotas? 
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Anilo FtsZ- 


EN TEESE Grom postas 
$ Localización do la sintesis de la nuova pared celular durante la di 
Чио celular. En los cocos, а sintesis де la nueva pared (mostrada en 
verde so localiza on un solo punto. El arilo FtsZ véase Figura 62) de 
бое ol plano do división celular 0) Micrografia electrònica де bamido 
@сйш де Simplococcushomolyicus mostrando las bandas de la 
parad. Cada оба iene aproximadamente 1 um de diametro 


(nuse Sección 4.8), El nuevo mater 
estas aberturas (Figura 6.3a). La unió 
сапо nuevo y el antiguo forma un re superfic 
de las bacterias Gram positivas (Figura 6.3b) análogo a un 
cicatriz. Es esencial que el nuevo peptigoglicano se incor- 
pore dentro del preexistente antes de que se corten los e 
laces en este último, a fin de asegurar que la presión de 
urgencia no haga estallar la célula por uno de los puntos 
decorte. Si esto no tiene lugar correctamente, puede ocurrir 
un proceso de lisis espontánea denominado autolisis. 


Biosíntesis del peptidoglicano 

La estructura general del peptidoglicano se presentó en el 
Capítulo 4 (veuse Sección 4.8). La capa de peptidoglicano 
жайа со пайа anti-estrés, а modo de cubierta de 
un neumático. Durante el crecimiento celular la síntesis del 
nuevo peptidoglicano supone el corte controlado del рер 
tidoglicano preexistente por las autolisinas y la inser 
simultánea de precursores. En este proceso interviene un 
transportador, una molécula lipídica llamada bactoprenol 
(Figura 6.4). El bactoprenol es un alcohol muy hidrofóbico 
de Cas que se une a la unidad precursosa del peptidoglica- 
по N-acetilglucosamina /N-acetilmurámico/ pentapéptido 
(Figura 6.50). El bactoprenol transporta estas unidades es- 
nucturales a través de la membrana convirtiendo a los pre- 
cursores en lo suficientemente hidrofóbicos como para 
atravesarla. Una vez en el periplasma, el bactoprenol 
conecta con enzimas que insertan los precursores en el pun- 
to de crecimiento de la pared celular y catalizan la forma- 
ción de los enlaces glicosídicos (Figura 6.50). 
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IE eo imac онуго vansperador 
Мао де шз unidades estructurales del peptidogicano de la pared 
сем 


Transpeptidación: la diana de la penicilina 
El paso final de la síntesis del peptidoglicano, conocido 
como transpeptidación, es la formación de los puentes in- 
terpeptídicos entre unidades de ácido murámico de cade- 
nas adyacentes de glicano, Desde el punto de vista médico, 


Punto de crecimiento. 
Peptidogicano де la pared celular 
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Sintesis del peptidogicano, (a) Transports de los pre- 
cursores del peptidogíicano a través de la membrana citopiasmática 
hasta el punto de crecimiento de la pared celular. (b) La reacción de 
transpeptidación que conduce al entrecruzamiento final de dos cade- 
паз de peptidogicano. La penicilina inhibe esta reacción, 
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la transpeptidación es importante porque es la reacción in- 
hibida por el antibiótico penicilina. Se han identificado en el 
periplasma de las especies de Bacteria Gram negativas va- 
rías proteínas de unión a la penicilina, al menos una de las 
cuales es una Fts (véase Sección 6.1); cuando la penicilina se 
une a ellas dejan de ser catalíticamente activas. En ausencia 
de nueva síntesis de pared por estas proteinas no funcio- 
nales, se produce la lisis celular debido a la acción conti- 
nuada de las autolisinas que debilitan la pared. 

La transpeptidación supone la formación de un enlace 
peptídico entre diferentes aminoácidos, dependiendo de la 
estructura de la pared celular del organismo concreto. En 
las especies de Bacteria Gram negativas, el enlace suele ser 
entre el ácido diaminopimélico de un péptido y la D-alani- 
na del péptido adyacente (Figura 6.50). Al'final del pepti- 
doglicano precursor hay inicialmente dos moléculas de 
Dealanina, pero una desaparece durante la reacción de trans- 
pertideción suministrando la energia necesaria рага hacer 
posible la reacción (reeuéndese que la ru 

Fuera de la membrana, donde no existe АТР disponible). 
En Bacteria Gram positivas, donde por lo general se presen- 
ta un puente interpeptídico de pentagjicina (véanse Sección 
48 y Figura 431), el enlace ocurre а través de dicho puen- 
te, implicando a una L-lisina de un péptido y a una D-ala- 
nina del otro. 


/_6.2 Revisión de conceptos 


e el crecimiento celular la nueva pared se sintetiza in- 

uevas unidades de glicano en el preexistente. Un al 
idena larga llamado bactoprenol facilita el transporte 
Че las nuevas unidades a través de la membrana para incorpo- 
rarse a la pared celular en crecimiento. La transpeptidación fija 
û los precursores en la malla de peptidogicano. 


4 ¿Qué son las autolisinas y por qué son necesarias? 
4 ¿Cuál es la función del bactoprenol? 
/ ¿Qué es la Iranspeplidación y por qué es importante? 


КЕЙ miento de poblaciones 


Сото hemos dicho, el crecimiento se define como un au- 
mento en el mimero de células microbíanas de una pobla- 
ción; también puede medirse como un incremento de la 
таза celular, La velocidad de crecimiento es el cambio en 
el número de células о en la masa celular experimentado 
por unidad de tiempo. Durante el ciclo de división celular, to- 
dos los componentes estructurales de la célula se duplican. 
El intervalo para la formación de dos células a partir de una 
supone una generación, y el tiempo transcurrido para que 
esto ocurra se llama tiempo de generación (véase Figura 
6.1). Por tanto, el tiempo de generación es el tiempo que se 
requiere para que la población se duplique, razón por la 
cual a veces el tiempo de generación se llama tiempo de du- 
plicación. Durante cada generación, tanto el número de cé- 
lulas como la masa celular se duplican. Los tiempos de 
generación varían ampliamente entre los distintos micro- 
Organismos. Muchas bacterias tienen tiempos de genera- 
ción comprendidos entre 1-3 horas, pero unas cuantas 
crecen muy rápidamente y se dividen en tan sólo 10 minu- 


tos mientras que otras tardan varios días. Además, el tiem- 
po de generación de un microo o determinado tam- 
bién es función del medio de cultivo utilizado y de las 
condiciones de incubación empleadas. 


Crecimiento exponencial 
En la Figura 6.6 se representa un experimento de crecimien- 
to iniciado con una sola célula que tiene un tiempo de gene- 
ración de 30 minutos. Este modelo de incremento de la 
población, en el que en cada periodo fijo de tiempo se dupli- 
cu el número de células, se denomina crecimiento exponen- 
cial. Cuando en un sistema de coordenadas se representa 
aritméticamente el número de células de un experimento en 
función del tiempo transcurrido, se obtiene una curva cuya 
pendiente aumenta constantemente (Figura 6.60). Sin em- 
bargo, es difícil obtener información sobre el crecimiento a 
partir de este tipo de curvas. Si, como en la Figura 6.6b, re- 
presentamos el número de células en una escala logarítmica 
(ор) y el tiempo en una escala aritmética (resultando una 
gráfica semilogarítmica) obtenemos una línea recta. Esta fu 
ción lineal es un indicador inmediato de que las células e 
creciendo exponencialmente. Además, las gráficas semilo- 
garítmicas son adecuadas y simples de usar para determi- 
nar tiempos de generación a partir de una serie de resultados, 
El tiempo de generación puede deducirse directamente de 
este tipo de representaciones (véase Figuras 67 y 6,120), 
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БО La veiocidad de crecimiento de un culivo microbiano. 


(a) Datos de una población que se duplica cada 30 minutos. (+) Datos. 
representados en escala artmética ordenada izquierda) о en escala 
logaritmica (ordenada derecha). 
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Método de determinación de los tiempos de genera- 
cên (g) до poblaciones crociendo exponencialmente con tiempos de 
generación do (a) б horas y (b) 2 horas a partir de los datos represen 
ados en gráficas semilogaritmicas. La pendiente де cada inea es igual 
120,301/g y п es igual al número de generaciones que han ocumido en 
8 tiempo t. Todos los números están expresados en notación cient 
a; ев deci, 10.000.000 es 1 х 107; 60.000.000 es 6 х 10', нс. 


Una característica del crecimiento exponencial es que la 
velocidad del aumento del número de células es inicialmen- 
te lenta pero incrementa cada vez más con el tiempo. Esto 
determina que en las últimas etapas el aumento del núme- 
m de células sea realmente explosivo. Por ejemplo, en el ex- 
úperimento de la Figura 6.6, durante los primeros 30 minutos 
Че crecimiento la velocidad de producción de células es de 
una célula cada 30 minutos. Sin embargo, entre las 4 y 45 ho- 
ras de crecimiento, la velocidad de producción de células es 
considerablemente mayor, 256 células cada 30 minutos (Fi- 
gura 66). Una consecuencia práctica del crecimiento expo- 
nencial es que cuando un producto no estéril, como la leche, 
se deja en condiciones que permiten el crecimiento micro- 
biano unas cuantas horas, durante las primeras fases del 
erecimiento exponencial el efecto no es muy relevante, mien- 
tras que si se deja durante el mismo tiempo en fase exponen- 
cial tardía el resultado es desastroso para el producto. 


Parámetros del crecimiento 
El aumento en número de células que se produce en un cul- 
tivo bacteriano creciendo exponencialmente es una pro- 
gresión geométrica de base 2. Cuando dos células se 
dividen se convierten en cuatro y esto se puede expresar 
como 2' — 2”. Cuando cuatro células pasan a ocho, lo ex- 
presamos como 2° =» 27, y así sucesivamente (Figura 6,6). 
Debido a esta progresión geométrica, existe una relación 
directa entre el número de células presentes inicialmente 
еп un cultivo y el número presente tras un periodo de cre- 
cimiento exponencial: 


N > NZ" 


donde N = número final de células, N, = número inicial 
de células у n = múmero de generaciones que han ocurrido 
durante el periodo de crecimiento exponencial, El tiempo 
de generación g, de la población celular se calcula como i/t, 
donde 1 indica simplemente las horas o minutos de creci- 
miento exponencial. Por tanto, sabiendo el número inicial 
y final de células en una población que está creciendo ex- 
ponencialmente, es posible calcular п; y conociendo n y 1, 
calcular el tiempo de generación g. 

Para expresar п а partir de la ecuación N = М2" ‚ве ne 
сезйа hacer las siguientes transformaciones: 


м мо" 
log N = log № + n log2 
log N — log N, = n log 2 


БМ = log No aN log No 
log2 030 
Зд (log N = log Ny) 


Expresando п en función de términos fácilmente medi- 
bles como N y Ny, se pueden calcular los tiempos de gene- 
ración. Como ejemplo para realizar estos cálculos podemos 
usar los datos reales de la gráfica inferior de la Figura 6.7. 
El tiempo de generación de 5 horas, que en este caso se de- 
terminó directamente a partir de la gráfica, se puede tam- 
bién calcular teniendo en cuenta que N = 10%, N, = 5 х 107 
у! = 2. Por tanto, 


п = 33 log 10" — log (510) = 33 (8 - 7,69) = 3310301) = 1 


Asi, el tiempo de generación g, que definimos como t/n, será 
$ = їп = 2/1 = 2 horas. El tiempo de generación también 
зе puede calcular a partir de la pendiente de la recta obte- 
nida en la representación semilogarítmica del crecimiento 
exponencial, pues la pendiente tiene un valor de 0301/5. 

Otro índice de la velocidad de crecimiento es la cons- 
lante de la velocidad de crecimiento, abreviadamente k. La 
constante de la velocidad de crecimiento se expresa como 
k= =? = ©® y tiene unidades de hora !, Mientras que y es 
una medida del tiempo que tarda una población en dupli- 
car su número de células, k es una medida del número de 
generaciones que ocurren por unidad de tiempo en un cul- 
tivo exponencial. 

Si disponemos de los valores de п y de f, se puede cal- 
cular g y рага diferentes microorganismos creciendo bajo 
diferentes condiciones de cultivo. Esto resulta a veces útil 
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рага optimizar las condiciones de cultivo de un microorga- 
nismo particular y también para probar el efecto positivo о 
negativo de algún tratamiento sobre el cultivo bacteriano. 


Y_6.3 Revisión de conceptos 


Las poblaciones microbianas muestran un modelo típico de cre- 
cimiento llamado exponencial, que se analiza mejor represen- 
tando el número de células en función del tiempo en una gráfica 
semilogarítmica. Conociendo el número inicial y final de célu- 
las y el tiempo de crecimiento exponencial se puede calcular di- 
rectamente el tiempo de generación de la población celular. 


Y Diferencie entre los términos velocidad de crecimiento y tiem 
po de generación. 

Y ¿Por qué el crecimiento exponencial origina grandes po- 
blaciones celulares en cortos periodos de tiempo? 

+ ¿Qué es una representación semilogaritmica? 


КЕЙ Cura ае crecimiento 


Los datos presentados en la Figura 6.6 reflejan sólo parte del 
ciclo de crecimiento de una población microbiana, la fase 
llamada de crecimiento exponencial. En un sistema cerrado o 
cultivo en medio no renovado, también conocido como cultivo 
monofásico, se obtiene una curva de crecimiento típica como la 
que se indica en la Figura 6.8. Esta curva de crecimiento pue- 
de dividirse en distintas fases llamadas fase de latencia, 
fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte. 


Fase de latencia 

Cuando se inocula una población microbiana en un medio 
fresco, por lo general el crecimiento no comienza inme- 
diatamente sino sólo tras un periodo de tiempo que consti- 
tuye la fase de latencia, la cual puede ser breve o larga 


Log, de organismos viables/mi 


dependiendo de la procedencia del cultivo y de las condi- 
ciones de crecimiento. Si un cultivo exponencial se inocula en 
el mismo medio y en las mismas condiciones de cultivo, no 
зе observa un retraso y el crecimiento exponencial se inici 
inmediatamente. Sin embargo, si el inóculo se toma de un 
cultivo viejo (fase estacionaria) y se inocula en el mismo me- 
dio, se observa normalmente un retraso aunque todas las cé- 
lulas del inóculo sean viables, es decir, sean capaces de 
reproducirse. Esto se debe con frecuencia a que las células 
carecen de varios componentes esenciales para dividirse y 
se requiere tiempo para su síntesis. También se aprecia un 
retraso cuando las células del inóculo han sido dañadas par- 
cialmente con calor, radiaciones o compuestos tóxicos, debi- 
doal tiempo requerido para recuperarse y reparar los daños, 

р 
una población de un medio rico a otro medio más pobre, 
Para que ocurra crecimiento en un medio de cultivo parti- 
cular, las células deben tener un equipo enzimático com- 
pleto que permita la síntesis de los metabolitos esenciales 
ausentes en el medio, Al pasar a otro medio, se necesita 
tiempo para la síntesis de las nuevas enzimas. 


Fase exponencial 

La fase exponencial de crecimiento ya ha sido comentada, Es 
una consecuencia del hecho de que cada célula se divide 
para formar dos, cada una de las cuales va a formar otras 
dos, y así sucesivamente. En general, las células en creci- 
miento exponencial están en el estado fisiológico más sano 
у, por ello, las cólulas tomadas en el punto medio del cre- 
cimiento exponencial son a menudo las más indicadas para 
estudios enzimáticos y estructurales, 

La mayoría de los microorganismos unicelulares crecen 
exponencialmente pero las velocidades del crecimiento ex- 
ponencial son muy variables. La velocidad de crecimiento 
está influenciada por las condiciones ambientales (tempe 
ratura, composición del medio de cultivo, etc) así como 
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cuento celular empleados. 
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por las características genéticas del organismo. Por lo ge- 
neral, los microorganismos procarióticos crecen más гарі- 
do que los cucariónicos; y los eucariotas de pequeño tamaño 
lo hacen más rápido que los de mayor tamaño. 


Fase estacionaria 
En un sistema de cultivo cerrado, en medio o renovado o 
monofásico, como por ejemplo un tubo o un matraz, el cre- 
timiento exponencial no se puede prolongar de modo in- 
definido. Se puede calcular que una sola bactería con un 
tiempo de generación de 20 minutos produciría en tan sólo 
48 horas de crecimiento exponencial continuado una po- 
blación que pesaría unas 4.000 veces el peso de la Tierra. 
Esto resulta impresionante porque una sola célula bacteria- 
па peso alrededor de 10 2 gramos (vease Tabla 32). Es ob- 
vio que algo debe pasar mucho antes de ese Петро que 
limite el crecimiento de la población. Lo que generalmente 
sucede es que (1) un nutriente esencial del medio de culti 
уо se usa y llega a ser un factor limitante del crecimiento; o 
bien (2) se acumulan en el medio algunos productos de de- 
echo hasta niveles inhibitorios que hacen que cese el creci- 
miento exponencial. Frecuentemente ocurren ambas cosas. 
Al producirse esto, la población alcanza la fase estacionaria 
En la fase estacionaria no hay aumento гї descenso neto 
enel número de células. Aunque no suele haber crecimiento 
еп la fase estacionaria muchas funciones celulares conti- 
núan, como el metabolismo energético y algunos procesos 
biosintéticos. En algunos casos puede ocurrir un lento cre- 
cimiento durante la fase estacionaria; algunas células de la 
población crecen, pero otras mueren y los dos procesos se 
equilibran de modo que по hay aumento ni disminución 
enel número de células (este fenómeno se llama crecimien: 
toeriptico), 


Fase de muerte 

Sila incubación continúa después de que la población haya 
alcanzado la fase estacionaria, las células pueden continuar 
vivas y metabólicamente activas, pero también pueden mo- 
ти. Si ocurre esto último, se dice que la población está en 
fase de muerte, En algunos casos la muerte se acompaña de 
una lisis celular real. La Figura 6.8 indica que la fase de 
muerte de la curva de crecimiento también es exponencial; 
по obstante, en la mayoría de los casos la velocidad de 
muerte celular es mucho más lenta que la de crecimiento ex- 
ponencial. 

En resumen, insistimos en que las fases de la curva de 
crecimiento mostradas en la Figura 6.4 corresponden a su- 
esos que ocurren en una población de cólulas, no en células 
individuales, Los téminos de fase de latencia, fase exponen- 
cial, fase estacionaria y fase de muerte no se aplican a las célu- 
las aisladas sino a poblaciones de celulas. 

Ahora nos centraremos en los métodos para determi 
паге! número de células en los cultivos microbianos. 


/_6.4 Revisión de conceptos 


Cuando se inoculan en un medio de cultivo fresco, los micro- 
organismos muestran una crecimiento característica 
Normalmente hay una fase de latencia, y luego una fase expo- 
nencial. Cuando se agotan los nutrientes esenciales о se acu- 
mulan productos tóxicos, cesa el crecimiento y la población entra 


еп fase estacionaria. Si la incubación continúa, las células pue- 
den empezar а morir. 


Y ¿En qué fase de la curva de crecimiento se dividen las cé 
Julas? 

Y ¿Cuándo no ocurre la fase de latencia? 

/ Wor qué entran las células en la fase estacionaria? 


Medidas directas del crecimiento 

microbiano: recuento de células 

totales y viables 
El crecimiento de poblaciones se mide estimando los cam- 
bios en el número de células, en la cantidad de algún com- 
ponente de las mismas (por ejemplo, proteína) о en el peso 
total seco de las células, Existen varios métodos de contar el 
número de células o de determinar la masa celular, adecua- 
dos para diferentes organismos o diferentes situaciones. 


Recuento de células totales 

El número de células de una población se puede determinar 
contando una muestra con el microscopio mediante el mé- 
todo de recuento directo. El recuento directo se puede hacer 
Че dos formas, en muestras secas sobre porta o en muestras 
líquidas. Con muestras líquidas se emplea * ümarus de re- 
cuento especiales que, en esencia, son portas ı scavados mo- 
dificados, sobre cuya superficie de vidrio est: marcada una 
теўШа con pequeños cuadrados de área conociua (Figura 6.9). 
Cada cuadrado de la parrilla puede contener un pequeño 
volumen conocido, muy pequeño pero determinado con 
precisión. En el microscopio se puede contar el número de cé 
lulas por cada unidad de área de la parrilla, lo que permite 
conocer el número de células por el volumen que determi- 
na cada área. La conversión de ese valor a número de célu- 
las por mililitro de la suspensión original se hace fácilmente 
multiplicando por un factor de conversión que depende del 
volumen del tipo de cámara (Figura 6.9), 

El recuento directo por microscopía es un método rápi- 
do para conocer el número de células. Sin embargo, pre- 
senta ciertas limitaciones: (1) no distingue las células vivas 
de las muertas; (2) las células pequeñas son dificiles de ver 
con el microscopio y algunas posiblemente se pierden en el 
recuento; (3) en ocasiones la precisión es dificil; (4) se re- 
quire un microscopio de contraste de fases cuando las mues- 
tras no se беп; (5) el método no suele ser adecuado para 
suspensiones con baja densidad celular, Si una suspensión 
tiene menos de 10 células bacterianas por mililitro es posi- 
ble que no se vean bacterias en el campo del microscopio. No 
obstante las suspensiones diluidas se pueden contar con 
más fiabilidad estadística si la muestra se concentra prime- 
ro y se resuspende luego en un pequeño volumen; (6) las 
células móviles se deben inmovilizar antes del recuento. 


Recuento de células viables 

En el recuento microscópico directo se cuentan tanto célu- 
las vivas como muertas, En muchos casos interesa contar 
sólo las células vivas, y con este fin se han desarrollado mé- 
todos de recuento de células viables. Una célula viable se 
define como aquella que es capaz de dividirse у dar lugar 


La muestra se añade aquí con cuidado. 
para que no тозе. el espacio entre el 
у el cubreobjetos es de 
утту. La rela бопе 25 
cuadrados grandes, un área total de 


1 mm? y un volumen total de 0,02 mm. 


Observación microscópica; se cuentan [ 
las células en un cuadrado grande ha 
12 células (en la práctica se cuentan varios 
cuadros y se halia la meca) 
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тейит de muestra: 12 células. 
X25 ошкйәбов grandes x 50 x 10° 
15х11 
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ITA сенен де recuento microscópico dracio utizando una cámara de ро Paro Нада 


a una descendencia; y el método usual para realizar una 
determinación de células viables se basa en contar el nû- 
mero de células de la muestra que es capaz de formar co- 
lonias sobre un medio sólido adecuado. Por esta razón, el 
recuento de cólulas viables también se llama recuento en 
placa о recuento de colonias. En este procedimiento se su- 
ропе que cada célula viable puede formar una colonia. 

Hay dos maneras de realizar un recuento en placa para 
viables: el método de extensión en placa y el método de 
vertido en placa (Figura 6.10). En el método de extensión 
еп placa un cierto volumen de cultivo diluido, que no sue- 
le ser superior a 0,1 ml, se extiende sobre la superficie de 
una placa con medio sólido utilizando un asa estéril de ex- 
tensión. La placa se incuba después hasta que aparecen las 
colonias y se cuenta su número. Es importante que la su- 
perficie del medio esté seca de modo que el líquido de la 
muestra se absorba. No se suelen usar volúmenes mayores 
de 0,1 ml porque el exceso de líquido no se absorbe, y ori- 
gina problemas en el recuento al favorecer la extensión y 
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extensión 


La muestra (0,1 ml o menos) 
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La muestra se extiende uniformemente 
зе pipetea sobre la superficie sobre la superficie del agar usando un 


mezcla de las colonias. En el método del vertido en placa 
(Figura 6.10) se pipetea un volumen conocido (normal- 
mente 0,1-1,0 ml) de cultivo en una placa Petri estéril sobre 
la que se añade el medio con agar fundido y se mezcla todo 
bien con suaves movimientos de la placa sobre la superfi- 
cie de la mesa antes de dejar que se solidifique, Como la 
muestra se mezcla con el medio fundido, se pueden usar 
volúúmes de inóculo mayores que en el método de recuen- 
to por extensión; sin embargo, con este método el organis- 
то que se cuenta debe ser capaz de resistir la temperatura 
del agar fundido а 45C. 


Dilución de las suspensiones celulares antes 
de la siembra en placa 

En los dos métodos señalados anteriormente es importan- 
te que el número de colonias que aparezcan en las placas no 
sea demasiado grande, pues algunas colonias se podrían 
fusionar dando estimaciones erróneas. También es impor- 
tante que el número de colonias no sea demasiado bajo para. 


Colonias. 
Ө 


Resultado típico de la siembra 
por extensión 


Resultado tipico del vertido 
en placa 


Dos métodos de realzar una determinación de clas Vabies ростат en placa) En cada caso la muestra е diiy Tormak 


mente antes de sembrar. 
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gue el cálculo sea estadísticamente significativo. En la prác- 
Жа, el número de colonias por placa oscila entre 30 y 300. 

Рага obtener el número apropiado de colonias casi siem- 
pre se diluye la muestra. Como raramente se sabe de ante- 
mano el número de células viables, normalmente se hace 
más de una dilución. Lo más frecuente es realizar dilucio- 
nes decimales de la muestra (Figura 6.11). Para hacer una 
dilución de 10 ' se mezclan 0,5 ml de la muestra con 4,5 ml 
de diluyente o 1 ml de la muestra con 9 ml del diluyente. Si 
'senecesita una dilución de 10 °, se pueden mezclar 0,05 ml 
де la muestra con 4,95 ml de diluyente о 0,1 ml con 9,9 ml. 
Por otra parte, una dilución 10 *se puede hacer de modo 
seriado haciendo sucesivamente dos diluciones de tipo 
10 ' En la mayor parte de los casos se realizan dichas di- 
Îuciones seriadas para alcanzar la dilución final deseada. Asi, 
i se requiere una dilución 10 * se puede lograr haciendo 
Ares diluciones sucesivas de 10 ° о seis sucesivas de 10 * 
(Figura 6.11). 
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Procedimiento para la determinación de viables usan- 
бо diluciones seriadas de la muestra y el método del vertido en placa. 
El liquido estéril usado para hacer las diluciones puede ser simple- 
теге agua, pero una solución salina equilibrada o medio de cultivo 
Suele dar mejor recuperación, El factor de dilución es el inverso de la 
lución. En ө! caso de siembra por extensión (Figura 6.10) pueden ser 
necesarias más diluciones para extender muestras de 0,1 ml. 


Fuentes de error en el recuento en placa 

El número de colonias que se obtiene en una determina- 
ción de viables по sólo depende del tamaño del inóculo 
sino también de lo adecuado que sea el medio de cultivo y 
de las condiciones de incubación, así como de la duración 
de la incubación. Las células depositadas en la placa no se 
desarrollarán todas en colonias a la misma velocidad y si se 
'emplea un corto tiempo de incubación, se obtendrán menos 
colonias de las posibles. Además, el tamaño de las colonias 
varía y si se desarrollan colonias muy pequeñas pueden pa- 
sar desapercibidas en el recuento. Es habitual establecer las 
condiciones de incubación (medio, temperatura y tiempo) 
que permitan obtener el mayor número de colonias para 
un determinado organismo y usar luego estas mismas con- 
diciones. La determinación de viables puede estar sujeta a 
grandes errores y, si se desean recuentos precisos, han de 
hacerse con cuidado y hacer las placas de las diluciones por 
duplicado. Hay que advertir que una agrupación de dos o 
más células sólo producirá una colonia, de modo que el re- 
cuento de viables será erróneamente menor. El recuento de 
viables se expresa a menudo como unidades formadoras de 
colonias obtenidas, más que como número de células viables 
(ya que una unidad formadora de colonias pudo originar- 
зе а partir de una o más células iniciales) 

Pese a estas dificultades, el recuento de viables suminis- 
tra una buena información sobre el número de células viables 
y este procedimiento se usa ampliamente. En la alimenta- 
ción, industria láctea, medicina y microbiología acuática, el 
recuento de viables se emplea rutinariamento, El método tie- 
ne la ventaja de una elevada sensibilidad: se pueden contar 
muestras con pocas células, lo que permite una detección 
muy sensible de la contaminación microbiana de productos 
o materiales. Además, el uso de medios selectivos y de cier- 
tas condiciones de cultivo (véaseSección 24.2) permite contar, 
mediante la determinación de viables, tipos celulares parti- 
culares en una población mixta de microorganismos. 


La gran anomalía del recuento en placa 

Aunque es una técnica muy sensible, el recuento en placa 
puede ser irrealizable cuando se trata del recuento de mues- 
tras naturales, tales como suelo o agua. Por tanto, el recuento 
directo en muestras naturales suele dar un número mucho 
mayor de organismos que los que se obtienen en cultivo en 
placas de cualquier tipo de medio de cultivo (véanse Seccio- 
nes 183 y 184). Algunos microbiólogos se refieren a este he- 
cho como «la gran anomalía del recuento en placa», ¿Por 
qué los recuentos en placa dan menores números de células 
que los recuentos directos al microscopio? Esto se debe a 
una combinación de factores, como el hecho de que los mé- 
todos microscópicos cuentan células muertas, mientras que 
Jos métodos de viables no; y al hecho de que diferentes or- 
ganismos, incluso en una muestra muy pequeña, pueden 
tener requerimientos nutricionales y de cultivo muy diver- 
sos (véanse Capítulos 5, 17, 18 y 19). Por tanto, aunque los 
recuentos en placa específicos con medios altamente selec- 
tivos, como en el análisis microbiano de aguas residuales o 
Че alimentos, puede dar resultados fiables (véanse Secciones 
28.1 y 29,1), «los recuentos del número total de células» de 
los mismos hábitat pueden ser, у habitualmente son, subes- 
timados en varios órdenes de magnitud. 
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/_6.5 Revisión de conceptos 


El crecimiento se mide por el cambio en el número de células a lo 
largo del tiempo, El recuento de células al microscopio mide el nú- 
mero tolal de células de la población, mientras que el recuento 
Че viables (recuento de colonias) mide sólo la población viva. 


4 ¿Por qué un recuento de viables es más sensible que un re- 
cuento microscópico? 

Y ¿Qué suposición se hace al relacionar el recuento en placa 
ton el número de células? 

Y Describa cómo obtendría una dilución 10"? de un cultivo 
bacteriano. 

/ ¿Quées 


Medidas indirectas del 
crecimiento microbiano: turbidez 


Un método muy rápido y útil de obtener estimaciones del 
número de células son las medidas de turbidez. Una suspen- 
sión celular aparece turbia a la vista porque las cólulas dis- 
persan la luz que atraviesa la suspensión. Cuantas más 
células estén presentes mayor será la luz dispersada y, por 
tanto, mayor la turbidez, La turbidez puede medirse con 
aparatos como el fotómetro o espectrofotómetro que hacen pa- 
sar la luz a través de suspensiones celulares y detectan la 
cantidad de luz emergente no dispersada (Figura 6.12). La 
principal diferencia entre estos dos instrumentos es que un 
fotómetro emplea un filtro simple para generar luz inci- 
dente de longitud de onda relativamente corta, mientras 
que un espectrofotómetro emplea un prisma о red de di- 
fracción para generar luz incidente en una banda muy es- 
trecha de longitudes de onda (Figura 6.124). Las longitudes 
de onda más comúnmente usadas para medir la turbidez 
bacteriana son 540 nm (verde), 600 nm (naranja) y 660 nm 
(rojo). Sin embargo, tanto los fotómetros (nefelómetros) 
como los espectrofotómetros miden solamente luz no dis- 
persada y las lecturas se expresan en unidades fotométricas 
(por ejemplo, «unidades Klett» para el fotámetro KlettSum- 
merson) (wase Figura 6.120) o en unidades de densidad óp- 
tica (DO) en un espectrofotómetro. 


«gran anomalías del recuentro en placa? 


Obtención de una curva estándar 
Enel caso de organismos unicelulares, las unidades fotom 
tricas о de densidad óptica son proporcionales (dentro de 
ciertos límites) al numero de células; por consiguiente, las 
lecturas de turbidez pueden usarse como un sustituto de los 
métodos de recuento directo. Sin embargo, antes de utilizar 
la turbidez como sistema para estimar el número de células, 
se debe preparar primero para cada microorganismo a estu- 
diar una curva estándar relacionando alguna medida direc- 
ta del número de células (microscópica o recuento de viables) 
ode la masa (peso seco) соп la medida indirecta obtenida por 
turbidez (Figura 6.12c), Tal curva de calibración puede con- 
tener datos tanto del número de células como de la masa се- 
lular, permitiendo una estimación de ambos parámetros а 
partir de una simple lectura de la turbidez (Figura 6.12c). 
Aaltas concentraciones celulares, la luz dispersada por 
una célula, que normalmente no alcanzaría el detector, pue- 


de ser redispersada por otra de tal modo que para la cêlu- 
la fotoeléctrica es como si no hubiese sido dispersada nun- 
ca. Cuando esto ocurre, la correspondencia entre el número 
de células y la turbidez pierde linearidad (Figura 6.120). Sin 
embargo, en unos límites, las medidas de turbidez pueden 
ser razonablemente precisas y tienen la virtud de ser rápi- 
das y fáciles de realizar, Además estas determinaciones se 
pueden hacer normalmente sin destruir o modificar signi- 
ficativamente la muestra. Por estos motivos, las medidas 
de la turbidez se usan con frecuencia para seguir la veloci- 
dad de crecimiento en los cultivos microbianos; la misma 
muestra puede medirse repetidamente, los resultados se 
pueden representar semilogarítmicamente frente al tiem- 
po (Figura 6.120) y usarse para calcular el tiempo de gene- 
ración de un cultivo en crecimiento. 


/_8.6 Revisión de conceptos 


Las medidas de la turbidez son un método indirecto muy útil y rä- 
pido de medir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, para rela- 
cionar un recuento de células directo con un valor de la turbidez, 
e requiere establecer primero una curva estándar de calibración. 


Y Cite dos ventajas del uso de la turbidez para medir el cn 
cimiento celular. 

4 Describa cómo usaría un valor de la turbidez рага deducir 
«cuántas colonias obtendría al sembrar en placa un cultivo de 
una DO determinada. 


КЕЙ сото continuo: imiostato 


Hasta ahora nos hemos referido al crecimiento microbiano en 
cultivos en sistemas cerrados о en medio no renovado, es 
decir, cuando el crecimiento ocurre en un volumen fijo de 
medio de cultivo que está siendo continuamente modificado 
por la acción de los microorganismos que crecen hasta que ya 
по ез adecuado para permitir más crecimiento. En los culti- 
vos en medio no renovado o sistemas cerrados, las condi- 
ciones pueden ser relativamente constantes al principio de la 
fase exponencial de crecimiento, pero después, cuando el nú- 
mero de células llega a ser muy elevado, ocurren cambios 
drásticos en la composición química del medio, En muchos 
estudios, sin embargo, es deseable que los cultivos se man- 
tengan en un ambiente constante durante largos periodos de 
tiempo, y esto puede lograrse empleando cadtivos continuos. 
Un cultivo continuo es un sistema abierto, con volumen cons- 
tante, al que se añade continuamente medio fresco y del que 
se retira continuamente medio (usado) con células a una ve- 
locidad constante (cultivo en medio renovado). Una vez que 
зе alcanza el equilibrio en el sistema, el número de células y 
el estado metabólico permanecen constantes y se dice entor- 
ces que el sistema está en estado de equilibrio, 


El quimiostato 

El tipo más común de aparato que se utiliza para obtener un 
cultivo continuo es el quimiostato (Figura 6.13), que con- 
trola tanto la densidad de la población celular como la ve- 
locidad de crecimiento del cultivo. Para lograr este control 
еп un quimiostato son importantes dos factores, la velocidad 
de dilución y la concentración de un nutriente que actúa como 
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Medidas turbidimétrcas del crecimiento microbiano. (a) Las medidas de turbidez se realizan өп un espectrofotómetro о un ol: 

la fotoeléctrica mide la luz incidente no dispersada por las células en suspensión y da lecturas de densidad óptica o unidades fo- 
lomátricas, (6) Curva de crecimiento tipica representada соп datos en unidades Klett para dos organismos que crecen con velocidades diferentes. 
Para practicar, calcule el tiempo de generación (д) de los dos cultivos usando la fórmula n = (log N — log M.Y/0,301, donde N y N, son dos valo- 
fes diferentes de unidades Klett tomados en un intervalo de tiempo f. ¿Qué organismo crece más rápido, А o В? (с) Relación entre el número de 
‘células о peso seco y sus lecturas turbidimétricas. Nótese que la equivalencia se pierde a valores altos de turbidez. 


factor limitante, tal como la fuente de carbono о de nitróge- 
по. En un cultivo cerrado, la concentración de nutrientes 
afecta a la velocidad de crecimiento y a la producción de 
microorganismo, (Figura 6.14). A concentraciones muy ba- 
jas de un nutriente determinado, la velocidad de creci- 
miento disminuye debido probablemente a que el nutriente 
по se transporta al interior de la célula lo suficientemente 
rápido como para satisfacer la demanda metabólica, mien- 
tras que a concentraciones moderadas o altas de ese mismo 
nutriente, la velocidad de crecimiento no se verá afectada y 
la producción de células aumentará (Figura 6.14). A diferen- 
Ча de esto, en un quimiostato la velocidad de crecimiento 
Ла producción de células pueden controlarse independien- 
e una de otra; la primera ajustando la velocidad de di- 
lución y la segunda variando la concentración de un 
nutriente que actúa como factor limitante: 


En la Figura 6.15 se representan los efectos que se pro- 
ducen al variar la velocidad de dilución y la concentración 
del nutriente limitante. Como puede verse, los límites en 
los que la velocidad de dilución controla la velocidad de 
crecimiento son muy amplios, aunque a valores extremos el 
equilibrio se rompe. A velocidades de dilución muy altas, 
el organismo no puede crecer lo suficientemente rápido 
сото para evitar su dilución, y el cultivo desaparece por 
«lavado» del quimiostato. Por el contrario, a velocidades 
de dilución muy bajas, una gran parte de la población ce- 
lular puede morir porque el nutriente limitante no llega a 
ser suministrado a la velocidad adecuada como para per- 
mitir el mantenimiento del metabolismo celular. 

En el quimiostato, la densidad celular (células/ ml) se 
controla por el nivel del nutriente que actúa como factor li 
mitante, de igual manera que se controla la biomasa celu- 
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Esquema de un aparato de cultivo continuo (quimios- 
tato). En esto dispositivo la densidad de población se controla por la 
concentración del nutriente imitante presente en el reservorio, y la vo- 
locidad de crecimiento зө controla por la velocidad de Mujo o salida 
(véase Figura 6.15). Ambos parámetros pueden fijarse por el experi- 
montador 


lar en un cultivo cerrado (Figura 6.14). Si se eleva la con- 
centración de este nutriente en el medio entrante, mante- 
niendo constante la velocidad de dilución, la densidad 
celular aumentará. Por tanto, manipulando la velocidad 
de dilución y el nivel de nutrientes, el experimentador pue- 
de obtener —a voluntad— una gran variedad de densida- 
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Relación entre la concentración de nutrientes, velo- 
cidad de crecimiento (inea continua) y producción de células (inea 
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ducción зе ven afectadas. 
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EIZH recores en un quimiostato en estado de oquiibno. 


La velocidad de dilución viene determinada por la velocidad de flujo o 
де salida y por el volumen del recipiente del cultivo, Así, con un reci- 
реге de 1 000 mi y una velocidad de flujo de 500 mi/h la velocidad da 
¡lución será de 0,5 h '. Nótase que a velocidades de dilución altas, ol 
crecimiento no puede equilibrar a la dilución y la población resulta ~la- 
vada del cultivo, Nótese Igualmente que aunque la densidad de po- 
"lación permanece constante en equilibrio, la velocidad de crecimiento. 
у el tiempo de generación) puede variar ampliamente. Por tanto, el ox- 
porimentador puede obtener poblaciones con velocidades variablos 
де crecimiento sin atectar a la densidad de población celular 


des de población celular creciendo a distintas velocidades 
de crecimiento. 


Usos experimentales del quimiostato 

Una de las mayores ventajas de este instrumento es que 
permite al experimentador controlar la velocidad de creci- 
miento y la densidad de población de modo independiente. 
Сото se muestra en la Figura 6.15, con márgenes bastan- 
tes amplios, en el quimiostato se puede obtener cualquier 
velocidad de crecimiento deseada simplemente variando. 
la velocidad de dilución. Análogamente, la densidad de la 
población puede definirse variando la concentración de un 
único nutriente (el factor limitante) en el recipiente de me- 
dio. En los cultivos monofásicos, el control independiente 
de estos dos parámetros críticos del crecimiento resulta im- 
posible porque son sistemas cerrados desde el punto de vis- 
ta de la adición de nutrientes y de la eliminación de 
productos, y por tanto las condiciones varían constante- 


га del quimiostato es que permite 
mantener una población en fase exponencial de crecimien- 
to durante mucho tiempo, días e incluso semanas. Como las 
células en fase exponencial de crecimiento suelen ser las más 
adecuadas para experimentos fisiológicos, mediante el qui- 
miostato se puede disponer de tales células en cualquier 
momento. Así los experimentos se pueden planear con de- 
talle y luego realizarlos cuando sea más conveniente. Ade- 
más, los experimentos se pueden repetir sabiendo que la 
Población celular es prácticamente la misma cada vez. 


68 = EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO = 151 


El quimiostato también es muy útil en estudios de eco- 
logía microbiana, Por ejemplo, como el quimiostato puede 
simular las bajas concentraciones de sustrato que ocurren 
amenudo en la naturaleza, es posible el estudio en un qui- 
miostato de poblaciones bacterianas mixtas para determinar 
uestiones de competitividad de un organismo sobre otro 
а concentraciones particulares de nutrientes. Utilizando 
métodos de cultivo clásicos, así como técnicas de ecología 
molecular (vénse Capítulo 18), se pueden ir estudiando los 
cambios en la comunidad microbiana en función de las con- 
diciones del quimiostato. A menudo, estos experimentos 
revelan interacciones entre componentes de la población 
que no resultan evidentes mediante estudios de crecimien- 
lo en cultivos cerrados. Los quimiostatos también se usan 

га el aislamiento y enriquecimiento de bacterias (véanse 

ciones 1.5 y 18.1). A partir de un inóculo mixto, se pue- 
de seleccionar una población estable bajo determinadas 
condiciones de nutrientes y velocidad de dilución, y luego 
itencrementando la velocidad de dilución hasta que sólo 
quede un tipo de microorganismo. De este modo, se ha con- 
seguido aislar recientemente una bacteria con un tiempo 
Че generación de 6 minutos, que es la bacteria de creci 
miento más rápida que se conoce: 


У 6.7 Revisión de conceptos 


Los sistemas de cultivo contínuo o en medio renovado (qui 

imiostatos) permiten mantener poblaciones de células, en creci- 

miento exponencial durante largos periodos de tiempo. En un 
quimiestato, la velocidad de dilución del cultivo determina la 
Velocidad de crecimiento mientras que el tamaño de la población 
estû determinado por la concentración de nutriente limitante 
фе entra en el recipiente. 


Y ¿En qué se diferencian los microorganismos de un quimios 
Jato de los procedentes de un cultivo en un sistema cerrado o 
еп medio no renuvado? 

4 Explique lo que ocurre en un quimiostato si la velocidad de 
dilución supera la velocidad de crecimiento de un organis- 
mo. 


/ ¿Se tienen que usar cultivos puros en un quimiostato? 


11 EFECTOS AMBIENTALES SOBRE 
EL CRECIMIENTO MICROBIANO 


Hasta ahora hemos descrito el crecimiento de los microor- 
ganismos considerando esencialmente las condiciones ide- 
ales del laboratorio. Sin embargo, las actividades de los 
“microorganismos se ven muy afectadas por las condiciones 
químicas y físicas del medio. El conocimiento de los efectos 
ambientales nos permite explicar la distribución de los mi- 
êmorganismos en la naturaleza y hace posible diseñar mé 
todos que controlen o potencien las actividades microbianas. 
А ече respecto se pueden considerar muchos factores am- 
bientales, pero hay cuatro factores que tienen una función 
destacada en el control del crecimiento microbiano: la tem- 
úperatura, el pH, la disponibilidad de agua y el oxígeno. Con- 
sideraremos cada uno de estos factores con detalle. 
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La temperatura es uno de los factores más importantes que 
afectan al crecimiento y а la supervivencia de los microor- 
ganismos. A temperaturas muy frías о muy calientes los 
microorganismos no crecerán. Pero los valores absolutos 
de estas temperaturas mínimas o máximas varían mucho 
entre microorganismos diferentes y, por lo general, reflejan 
el rango de temperatura media de sus hábitat naturales. А 
continuación, examinaremos el efecto de la temperatura so- 
bre el crecimiento microbiano. 


Temperaturas cardinales 

La temperatura ejerce dos tipos de efectos opuestos sobre 
los organismos vivos. A medida que se eleva la tempera- 
tura, las reacciones químicas y enzimáticas de la célula son 
más rápidas y el crecimiento se acelera, Sin embargo, por 
encima de una cierta temperatura algunas proteínas parti- 
culares pueden sufrir daños irreversibles. En consecuencia, 
dentro de un cierto margen, un aumento de temperatura 
supone un incremento en el crecimiento y en el metabolis- 
то hasta un punto en que tienen lugar las reacciones de 
inactivación. Por encima de tal punto, las reacciones celu- 
lares caen rápidamente a cero. Así, para cada organismo 
existe una temperatura mínima por debajo de la cual no es 
posible el crecimiento, una temperatura óptima а la que 
produce el crecimiento más rápido, y una temperatura má 
хіта por encima de la cual no es posible el crecimiento (Fi- 
gura 6.16). La temperatura óptima está siempre más cerca 
de la máxima que de la mínima. Estas tres temperaturas, 
que se llaman temperaturas cardinales o fundamentales, 
generalmente son características de cada tipo de organis- 
mo, pero no son completamente fijas, pues pueden ser li 
geramente modificadas por otros factores del ambiente, е 
particular por la composición del medio, 


Velocidad de crecimiento. 


Temperatura 


Electo de la temperatura sobre la velocidad de creci 
miento y consecuencias moleculares para la célula. Las Ires tempera- 
turas cardinales varian para cada organismo, 
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La temperatura máxima de crecimiento de un organis- 
mo determinado refleja probablemente la inactivación de 
una o más proteínas en la célula. Sin embargo, los factores 
que determinan la temperatura mínima de crecimiento de un 
organismo по son tan claros. Como se mencionó antes (оба- 
se Sección 4.5) la membrana citoplasmática debe estar en un 
estado fluido para su correcto funcionamiento y tal vez la 
temperatura mínima de crecimiento sea resultado de la «con- 
gelación» de esas funciones de la membrana en cuanto al 
transporte de nutrientes o a la formación del gradiente de 
protones. Esta interpretación está respaldada por experi- 
mentos en los que la temperatura mínima de un organismo 
puede alterarse en alguna medida variando la composición 
lipídica de la membrana (vénse Sección 6.9). Las temperatu- 
ras cardinales o fundamentales de diferentes microorganis- 
mos difieren mucho entre sí; algunos muestran temperaturas 
óptimas tan bajas como 4°C y otros tan altas como más de 
100'C. El rango de temperaturas en el que ocurre crecimiento 
es incluso más amplio que este margen, desde temperaturas 
por debajo del punto de congelación hasta temperaturas su- 
periores a las de ebullición (а arquea Pyrolobus fumarii tie- 
пе una temperatura máxima de 113"C!). No obstante, no hay 
ningún microorganismo que tenga todo este intervalo de 
temperaturas que, para el caso de un organismo determina- 
do, suele ser de unos 30°C, aunque algunos presentan már- 
genes de temperatura más amplios que otros. 


Clases de microorganismos según la 
temperatura 

Aunque existe todo un espectro continuo entre los micro- 
úorganimos, desde los que tienen su temperatura óptima a 
temperaturas muy bajas hasta los que la tienen a tempera- 
tura alta, se pueden distinguir cuatro grupos de microorga- 
nismos con relación a su temperatura óptima: psicrófilos, 
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4 
con temperaturas óptimas bajas; mesófilos, con tempera- 
turas óptimas moderadas; termófilos, con altas tempera- 
turas óptimas; e hipertermófilos, con temperaturas óptimas 
muy elevadas (Figura 6.17). Los mesófilos se encuentran 
en animales de sangre caliente y en medios acuáticos y te- 
rrestres de latitudes templadas y tropicales. Los psicrófilos 
y los termófilos se encuentran en ambientes muy frios o ca- 
lentes, respectivamente. Los hipertermófilos son típicos de 
ambientes concretos extremadamente calientes como fuen- 
tes termales, géisers y fuentes hidrotermales submarinas 
(véanse Secciones 6.10 y 19.8), 

En Escherichia coli, un típico mesófilo, se ha estudiado con 
detalle el crecimiento en función de la temperatura y se han 
definido con precisión las temperaturas cardinales o funda- 
mentales. La temperatura Óptima de E. coli en un medio com- 
plejo es 39°C, la máxima 48°С y la mínima 8°C. Estos valores 
son susceptibles de pequeñas variaciones debidas а diferen- 
tes cepas y, en general, las temperaturas máxima y mínima 
suelen ser respectivamente mayores y menares cuando se 
usan medios complejos en vez de medios definidos, 


/_6.8 Revisión de conceptos 

La temperatura es un factor ambiental importante en el control 

del crecimiento microbiano. Las temperaturas cardinales o fun- 

damentales definen las temperaturas mínima, óptima y máxima 

а las que crece cada organismo. Los microorganismos pueden 

agruparse según los márgenes de temperatura que requieren. 

Y ¿Cuáles son las temperaturas cardinales aproximadas de 
Escherichia coli? ¿A qué clase pertenece por su temperatura 
óptima? 

4 ¿En qué se diferencia un lupertermófilo de un psicrófilo? 

4 Escherichia coli puede crecer a temperatura más alta en me- 
dio complejo que en medio definido. ¿Por qué? 
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Felación entre la temperatura y las velocidades de crecimiento de psicröfios, тезою, termófilos y dos hipertermólilos die- 
rentes, En cada caso, se indican las temperaturas óptimas de microorganismos representativos. 
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Crecimiento microbiano a bajas 
temperaturas 


Сото los seres humanos vivimos y trabajamos en la su 
perficie de nuestro planeta en lugares donde las temper: 
turas son gene oderadas, consideramos que los 
ambientes muy calientes y muy fríos son «extremos». Son 
extremos para los humanos porque morirían rápidamente 
si se les metiera en agua hirviendo o en agua congelada 
Sin embargo, los hábitat normales de muchos microorga 

nismos pueden ser extremadamente calientes o extrema 

damente fríos. Tales microorganismos se conocen como 
extremófilos (véanse Sección 24 y Tabla 2.1) y han evolu- 
cionado hasta crecer de modo óptimo en esas condiciones. 
Aquí consideraremos organismos que crecen a bajas tem 

peraturas. 


Ambientes fríos 
Gran parte de la superficie terrestre experimenta bajas tem 
peraturas. Los océanos, que representan más de la mitad de 
la superficie terrestre, tienen una temperatura media de 5С 
y las profundidades marinas tienen temperaturas constan 
fes de 1-3°С. En el Ártico y en el Antártico hay va 
permanentemente congeladas, o que se descongel 
algunas semanas al año (Figura 6.18a). Estos ambientes fri- 
os raramente son estériles y se encuentran microorganismos 
vivos creciendo a cualquier temperatura baja en la qu 
exista agua líquida, Incluso en muchos materiales сопре! 
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dos existen normalmente pequeñas zonas microscópicas con 
agua líquida donde los microorganismos pueden metaboli- 
zar y crecer. Es importante distinguir entre los ambientes 
que son fríos a lo largo del año y aquellos que son fríos sola- 
mente en el invierno. Los últimos son característicos de cli- 
mas continentales templados y pueden tener temperaturas 
estivales tan altas como 40'C y temperaturas invernales de 
-20°C o más frías. Tales ambientes altamente variables son 
mucho menos favorables рага los organismos adaptados al 
frio que los ambientes que están constantemente frios, como 
los que se encuentran en las regiones polares, a elevadas. 
turas, o en las profundidades oceánicas. 


Microorganismos psicrófilos y psicrotolerantes 

Сото ya se indicó, los organismos con temperatura óptima 

baja se llaman psicrófilos. Un psicrófilo puede definirse 

сото un organismo que tiene una temperatura óptima de 

йо de 15°C o inferior, una temperatura máxima 

cbajo de 20°C y una temperatura mí 

to de 0°С o más baja. Los organismos que 

crecen a 0°C pero tienen temperaturas óptimas de 20-40°С 
se llaman psicrotolerantes. 

Los psicrófilos se encuentran en ambientes perma- 
nentemente fri n las regiones polares y sus sedi- 
mentos marinos, y mueren rápidamente si se exponen a 
temperatura ambiente normal. Por esta razón, su estudio 

n laboratorio requiere un gran cuidado para estar seguros 
de que nunca se calientan durante el muestreo, el trans- 
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Пала. Nótese la intensa coloración debida a microorganismos pigmentados y la bota incluida como escala. (Б) Micrografía de contraste de fases. 
de microorganismos fototrofos de la muestra anterior La mayoria de los microoganismos son diatomeas o algas verdes (lodos microorganismos 


eucariotas) 
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Algunos de los psicrófilos mejor estudiados son algas 
que crecen en masas densas entre o bajo el hielo de las re- 
giones polares (Figura 6.18). Las algas psicrófilas se ob- 
servan a menudo sobre la superficie de zonas nevadas y 
glaciares en número tan elevado que prestan un color rojo 
о verde a la superficie (Figura 6.190). El alga de las nieves 
таз común es Chlamydomonas nivalis, cuyas esporas de co- 
lor rojo brillante son las responsables de la ocasional tona- 
lidad rojiza de la nieve (Figura 6.19b). Esta alga verde crece 
dentro de la nieve como células vegetativas con pigmenta- 
ción verdosa y luego esporula; cuando la nieve se derrite 
la erosión y la vaporización facilitan que las esporas se con- 
centren en la superficie, Estas algas se ven más frecuente- 
mente en campos de nieve permanente que se derriten en 
el verano y son bastante comunes en áreas soleadas y secas, 
ya que en zonas más lluviosas son lavadas de los campos 
de nieve. Además de las algas de las nieves, se conocen bac- 
terias psicrófilas quimioorganotrofas, muchas de las cua- 
les proceden del Antártico (Figura 6.180). Algunas de éstas 
tienen la temperatura máxima menor de crecimiento de to- 
dos los microorganismos conocidos. 

Los microorganismos psicrotole 
tribución mucho más ampli os psicróñilos, y se pue- 
Чеп aislar de suelos y aguas en climas templados así como 
de carnes, leche y productos derivados, sidra, vegetales y 
fruta almacenada bajo refrigeración (4°С). Como se ha se- 
alado, los psicrotolerantes crecen mejor a temperaturas 
entre 20-40°С. Сото los ambientes templados se calientan 
еп verano, no se pueden desarrollar en ellos los psicrófilos, 
que son sensibles al calor, y el calentamiento representa una 


antes tienen una dis- 
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fuerza selectiva que favorece a las especies de psicrotole- 
rantes y excluye a las formas psicrófilas, Debe señalarse que 
aunque los psicrotolerantes son capaces de crecer a 0°C, no 
crecen muy bien а esa temperatura y, a veces, deben espe 
rarse varias semanas antes de que se pueda apreciar el cre- 
cimiento de colonias en medios de cultivo. Varios géneros 
de Bacteria, hongos, algas y protozoos tienen representan 
tes que son psicrotolerantes. 


Adaptaciones moleculares a la psicrofilia 
Los psicrófilos producen enzimas que funcionan óptima- 
mente en frío y que con frecuencia se desnaturalizan o in- 
activan incluso a temperaturas muy moderadas. Las bases 
moleculares de este hecho no se conocen por completo pero 
se ha observado que, en general, las enzimas activas en frío 
poseen mayor cantidad de hélices-a y menor cantidad de 
hojas- en su estructura secundaria (véanse Sección 3.7 y Fi- 
gura 3.16) que las enzimas que son inactivas en frío. La dis- 
posición en hoja-$ tiende a ser una estructura más rígida, 
y la mayor cantidad de hélices-a en las enzimas activas en 
frío puede permitir a estas proteínas mayor flexibilidad en 
esas condiciones. Las enzimas activas en frio también tien- 
den a tener más aminoácidos polares y menos aminoáci 
dos hidrofóbicos que las enzimas presentes en mesófilos y 
termófilos, lo que puede servir igualmente de ayuda para 
matener la proteína flexible y enzimáticamente 
jas temperaturas. 

Otra característica de los psicrófilos, en comparación 
con los mesófilos, es que el transporte activo (xase Sección 
47) funciona mejor a baja temperatura, lo que indica que la 
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EMERI Aos delos vos. a Banco de novo on Sra Ne- 
vada, Сайот, соп coloración roja debida la presencia de aigas. La 
пима rosada es común durante al verano en bancos de nieve de le. 
Vadas aludes en odo el mundo, fe) Micrografas de esporas pig 
mentadas өп rojo del aiga de las nieves Chiarnydomonas rivais. Las 
esporas germina originando células del alga vendes y móviles. Espe- 
сев relacionadas con el aiga de la rieva que contienen аниа Рё- 
mentos carotenoides dase Sección 17.3) у, por 000, ва zona 
ocupadas por al aiga dela nieve tambén pueden ser verde, naranja, 
manon o púrpura 
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membrana citoplasmática de los psicrófilos está construida 
“detal modo que las bajas temperaturas no inhiben estos fe- 
'nómenos. Diversos estudios sobre la composición de las 
membranas en los psicrófilos han puesto de manifiesto que 
tienen un mayor contenido en ácidos grasos no saturados 
(véase Sección 5.15), lo que facilita el estado semifluido de 
las membranas a baja temperatura (las membranas com- 
puestas fundamentalmente de ácidos grasos saturados se 
yuelven córcas y no funcionales a esas temperaturas). Los 
lípidos de algunas bacterias psicrófilas también contienen 
cidos grasos poliinsaturados e hidrocarburos de cadena 
Jatga con muchos enlaces dobles. A este respecto, en los li- 

de algunas bacterias del Antártico se ha identificado 
un hidrocarburo con nueve dobles enlaces (Cy), y la bac- 
teria Psycroflexus contiene ácidos grasos con 4 y 5 dobles 
enlaces 


Å pesar de la capacidad de algunos organismos para crecer 
abajas temperaturas, existe un límite por debajo del cual es 
imposible la reproducción. El agua pura se congela a 0°С y 
арц de mar a —2,5°С; pero la congelación no es un pro- 
о homogéneo, e incluso a temperaturas más bajas exis- 
ten depósitos microscópicos de agua no congelada. Aunque 
Ja congelación evita el crecimiento microbiano no causa ne- 
«osariamente la muerto celular. Además, el medio de sus- 

т\п de las células afecta su sensibilidad al frío. Los 

idos solubles en agua, como el glicerol y el dimetilsul- 
óxido (DMSO), cuando se añaden al medio a una concen- 
ración final del 10%, penetran en las células y las protegen 
delos efectos de la deshidratación a la vez que evitan la 
formación de cristales de hielo. De hecho, la adición de ta- 
les agentes, denominados crioprotectores (o criogénicos), es 
un método habitual para conservar los cultivos microbianos 
a temperaturas muy bajas (normalmente de 70°C a 196°C). 
Las células congeladas, preparadas adecuadamente, pue- 
Чеп permanecer viables durante mucho tiempo (al menos 
varias décadas). 


/_6.9 Revisión de conceptos 


Los organismos con temperaturas óptimas bajas se Патап psi 
úrófils y los ejemplos más extremos habitan ambientes perma- 
nentemente frios. Los psicrófilos poseen moléculas bic 

que funcionan mejor а baja temperatura, pero anormalmente 
sensibles а temperaturas templadas. 


/ ¿En qué se diferencia un organismo psicrófilo de un psicro- 
tolerante? 

/ Qué adaptaciones presenta la membrana citoplasmática de 
los psicrófilos y por qué son necesarias? 


o оаа 
temperaturas 


La vida microbiana crece bien en ambientes con elevada 
temperatura, incluso en el agua hirviendo. Por encima de 
65C sólo viven las formas prucarióticas de vida, pero en esas 
condiciones existe una enorme diversidad de microorga- 


nismos pertenecientes a Bacteris y Archaea. Consideraremos 
algunos de estos ambientes calientes y sus formas micro- 
bianas de vida. 


Ambientes con temperaturas altas 
Recordemos que los microorganismos cuya temperatura 
óptima está por encima de 45°C se llaman termófilos; y que 
aquéllos cuya temperatura óptima está por encima de 80°C 
son los hipertermófilos (Figura 6.17). En la naturaleza, tem- 
peraturas tan altas sólo se encuentran en algunas áreas muy 
restringidas. Por ejemplo, en suelos muy expuestos a la luz 
solar se alcanzan a mediodía temperaturas superiores a 
50°С, e incluso se puede llegar a los 70°C, aunque en unos 
pocos centímetros por debajo de la superficie la tempera- 
tura es mucho más Баја, Los materiales en fermentación, 
сото los acúmulos de abono y los ensilados, pueden al- 
canzar fácilmente temperaturas de 60-65°С. No obstante, 
еп la naturaleza los ambientes extremos más extensos y con 
temperaturas más altas están asociados a fenómenos vol- 
cánicos. 

Muchas fuentes termales tienen temperaturas próximas 
a la de ebullición y las fuentes hidrotermales submarinas 
(fumarolas) pueden alcanzar los 150-500'C, Las fuentes hì- 
drotermales del fondo de los uceános tienen temperaturas 
de 35C o superiores (vinse Sección 19.8). Las fuentes ter- 
males se encuentran distribuidas por todo el mundo, pero 
se concentran particularmente al oeste de Estados Unidos, 
Nueva Zelanda, Islandia, Japón, Italia, Indonesia, América 
Central y África Central. La zona de mayor concentración 
de este tipo de fuentes termales es el Parque Nacional de Ye- 
llowstone, Wyoming (USA). Aunque en algunas fuentes 
termales la temperatura es variable, еп otros es muy cons- 
tante, con variaciones menores de 1-2°С en varios años. 
Además, estas fuentes tienen composiciones químicas y va- 
lores de pH diversos, y en general contienen niveles sufi- 
cientes de nutrientes que permiten el crecimiento de 
poblaciones de quimivorganotrofos y quimiolitotrofas. 


Hipertermófilos en fuentes termales 

Muchas fuentes termales tienen el agua en el punto de 
ebullición a una altitud dada (92-93°С en Yellowstone, 
99-100"С en localidades más próximas al nivel del mar) 
En fuentes termales en ebullición (Figura 6,20), hay una 
gran variedad de hipertermófilos típicos. El crecimiento 
de estos organismos puede estudiarse mediante la in- 
mersión de portaobjetos (para microscopía) en la fuente 
y su extracción al cabo de unos días. El examen micros- 
tópico de los portaobjetos pone de manifiesto colonias de 
procariotas (Figura 6.20b) que se desarrollan a partir de 
bacterias aisladas que se adhieren y crecen sobre la su- 
perficie del vidrio. 

Los estudios ecológicos de estos organismos que viven 
en fuentes termales en ebullición demuestran que las velo- 
cidades de crecimiento son notablemente rápidas y con 
tiempos de generación inferiores a 1 hora. Se han obtenido 
cultivos de muchos de estos procariotas y existen muchos 
tipos morfológicos y fisiológicos (vénse Capítulo 13), Los es- 
tudios filogenóticos basados en la secuenciación del RNA 
ribosómico (manse Secciones 23 y 11.5) han revelado una 
gran diversidad evolutiva entre estos hipertermófilos, como 
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ГЕЛ] Gocmianio de \чренетндййов өп agua hirviendo (a) 
Boulder Spring un pequeña arroyo де agua hiriente өп el Parque Nar 

cional de Yelowstone. Este arroyo caliente presenta una temperatura 
е 1-2°С por encima del punto de ebulición. Los depósitos minera 

los cerca del cauce son de slice y azul. (5) Micrografia de una m 

erocalonla de procariotas desarrolaca sobre un portaobjetos inmerso 
өп el agua del cauce 


varias Bacteria y especialmente Archaea. Algunos de estos 
hipertermófilos presentan temperaturas óptimas superiores 
о 100C y, por tanto, en el laboratorio se cultivan en cáma- 
ras presurizadas que permiten alcanzar temperaturas su- 
periores al punto de ebullición. 


Termófilos 
Muchos termófilos (temperatura óptima 45-80°С), se pre- 
sentan en fuentes termales y en otros ambientes cálidos. 
En fuentes termales, a medida que el agua hirviendo emer- 
ge, se desborda de las orillas y se aleja de la fuente, se en- 
fría gradualmente y origina un gradiente de temperatura. A 
lo largo de este gradiente crecen varios microorganismos 
(Figura 6.21). con diferentes especies que crecen en los di 


ferentes rangos de temperaturas. Estudiando la distribu- 

¡ón de las especies en tales gradientes y examinando las 
fuentes termales y otros ambientes termales a diferentes 
temperaturas en distintas partes del mundo, es posible de- 
terminar los límites superiores de temperatura para cada 
clase de organismo (Tabla 6.1). A partir de esta informa- 
ción, se ha llegado a la conclusión de que (1), en gen 
los organismos procarióticos son capaces de crecer а tem- 
peraturas más elevadas que los eucarióticos; (2) los más 
termófilos de todos los procariotas son algunas especies 

Archaea; y (3) los organismos no fototróficos son сара 
ces de crecer a temperaturas más elevadas que las formas 
fototróficas. 

Los procariotas termófilos se encuentran también en 
ambientes térmicos artificiales. Los calentadores de agua 
domésticos o industriales tienen temperaturas de 55-80°C 
y constituyen por tanto un hábitat favorable para el creci 
miento de procariotas termófilos. En calentadores de agua 
se han aislado organismos semejantes a Thermus aquati 
cus, un termófilo común en fuentes termales. Las centra 
les eléctricas, las industrias que usan agua caliente y otras 
fuentes artificiales de naturaleza térmica son sitios don 
pueden crecer los termófilos; y en ellos se pueden aislar 

Imente utilizando técnicas adecuadas de enriquect 
miento. 


Adaptaciones moleculares a la termofilia 
¿Cómo pueden crecer los termófilos y los hipertermófilos 
a tan altas temperaturas? En primer lugar, sus enzimas y 
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уо de agua caliente del Parque Nacional de Yellowstone. Patrón de 
desarrollo característico en el gradiente térmico, formado por ciana- 
bactenas en el imite superior de temperatura, 70-74°С. El patrón cam: 
bia porque el agua se enfría más rápidamente en los bordes que en el 
centro del cauce. El agua fluye desde detrás de la fotografía hacia ё 
fondo de la misma. Por encima del lugar donde el científico aparece 
атодйадо el aqua está demasiado caliente para el desarollo de cla 
nobactenas. El color verdoso se debe a algunas formas de Synecho- 
Coccus resistentes a la temperatura. A medida que fluye el agua en el 
gradiente, la masa de células aumenta y el color verde se intensifica. 
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Animales 
Peces y otros vertebrados acuáticos. 
Insectos. 14550 
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proteinas son mucho más estables a la temperatura 
e las de las mesófilos; y el funcionamiento de sus ma- 
oléculas es óptimo a altas temperaturas. ¿Cómo logran 
estabilidad al calor? Sorprendentemente, los estudios 
varias enzimas termoestables indican que a menudo su 
ja difiere en muy pocos aminoácidos de la de una 

ima que cataliza la misma reacción en un mesófilo, Pa- 
ser que la sustitución de un aminoácido crítico en uno 
еп unos pocos sitios en la enzima, hace que se pliegue 
tal modo que hace que sea termoestable. La termoesta- 
lad de las proteínas en los hipertermófilos también se 

a un aumento en el número de pares iónicos presen- 
enlaces iónicos entre las cargas positivas y negativas de 
aminoácidos) y al denso empaquetamiento del in- 
altamente hidrofóbico de las proteínas, lo que hace 


resistan la desnaturalización en el ambiente acuoso 
sitoplasma. Por último, los hipertermófilos producen 
б solutos en cantidades significativas, como el 


йо! fosfato, diglicerol fosfato y manosilglicerato, y ayu- 
a estabilizar las proteínas evitando su degradación 
ica, 
‘Además de las enzimas y otros componentes celulares, 
membranas citoplasmáticas de los termófilos y de los 
бов han de ser termoestables. Anteriormente 
mamos que los psicrófilos tienen membranas con li- 
ricos en ácidos grasos poliinsaturados que mantienen 
¡membranas en estado fluído a bajas temperaturas. A la 
y los termófilos típicamente presentan lípidos ricos 
idos grasos saturados, que permiten que las membra- 


nas permanezcan funcionales y estables a elevadas tem- 
peraturas. Los ácidos grasos saturados forman un micro- 
ambiente más hidrofóbico que los ácidos grasos 
insaturados, lo que favorece la estabilidad de la membra- 
na. Los hipertermófilos, en su mayoría Archaea, no pre- 
sentan ácidos grasos en sus membranas sino carbohidratos 
de tipo Cg compuestos de unidades repetitivas isoprenoi 
des de cinco átomos de carbono que se unen por enlace 
éter al glicerol fosfato (véase Figura 4.19c). Además la es- 
tructura global de estas membranas es la de una monocapa 
lipidica (véase Figura 4204), y esta estructura es mucho más 
termorresistente que la bicapa lipidica de Bacteria y Euka- 
ryu. Los detalles de la arquitectura peculiar de la membra- 
па de las Archaea hipertermófilas se presentaron en la 
Sección 4.5 y otros aspectos sobre la estabilidad al calor de 
los hipertermófilos, como la del DNA, se considerarán en 
la Sección 13.11 


Aspectos biotecnológicos de la termofilia 

Los microorganismos termófilos e hipertermófilos son in- 
teresantes por algo más que por razones de biología fun- 
damental. Estos microorganismos ofrecen importantes 
ventajas en procesos industriales y biotecnológicos, mu- 
chos de los cuales funcionan más rápida y más eficaz- 
mente a altas temperaturas. Las enzimas de los termófilos 
y de los hipertermófilos son capaces de catalizar reaccio- 
nes а temperaturas elevadas (véanse Sección 30.9 y Figura 
10.150) y, por ser más estables que las de los mesófilos, la 
vida media de estas preparaciones enzimáticas es más 
prolongada. Un ejemplo práctico de enzima termorre 
tente y de gran importancia aplicada es la DNA polime 
rasa aislada del termófilo Thermus aquaticus. Esta enzima, 
conocida como Tag polimerasa, se usa para la automatiza- 
ción de los pasos repetitivos que tienen lugar en la roc- 
ción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase 
chain reaction), una técnica muy importante para la am- 
plificación de secuencias específicas de DNA (véase Sec- 
ción 10.17). Se conocen otras utilidades de las enzimas 
termorresistentes y de otros productos celulares termo- 
estables que están siendo desarrolladas para aplicaciones 
industriales, 


/_6.10 Revisión de conceptos 


Los organismos cuyas temperaturas óptimas de crecimiento se 
sitúan entre 45 y ATC se llaman termófilos, y aquéllos cuyas tem- 
peraturas óptimas son superiores а 80'C se llaman lipertermófi- 
los. Estos organismos habitan ambientes calientes, como fuentes 
termales en ebullición y fuentes hidrotermales submarinas que 
pueden alcanzar temperaturas superiores a los 100°C, Los ter- 
mófilos y los hipertermófilos producen macromoléculas ter- 
moestables. 


4 ¿Cuál es el límite superior de temperatura de crecimiento 
conocido de un procariota? ¿El organismo que crece а esta 
temperatura es miembro de Bacteria o de Archaea? 

/ ¿Cuál es la estructura de las membranas de los Archaea hi- 
pertermófilos y por qué esta estructura le permite crecer a 
temperatura elevada? 

4. ¿Quë es la Tag polimerasa y por qué es útil en biotecnología? 
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Crecimiento microbiano 
y a pH Бајо 


La acidez o alcalinidad de una solución se expresa por su 
РН en una escala en la que la neutralidad es pH 7 (Figura 
622). Las valores de pH por debajo de 7 son ácidos y los 
mayores de 7 son alcalinas (о básicos). Es importante tener en 
cuenta que el pH es una función logarítmica; рог ello, un 
cambio еп una unidad de pH representa un cambio de diez 
veces en la concentración de hidrogeniones. Así, el vinagre 
(con pH cercano a 2) y el amoniaco doméstico (con pH prô- 
ximo a 11) difieren en una concentración de hidrogeniones 
de mil millones de veces. 


pH y crecimiento microbiano 

Cada organismo tiene un rango de pH dentro del cual es 
posible el crecimiento y normalmente posee un pH óptimo 
bien definido, La mayoría crece en un margen de pH de 2- 
3 unidades. La mayoría de los ambientes naturales tienen 
un valor de pH entre 5 y 9, y los organismos con pH ópti- 
mos de este orden son los más comunes, Sólo unas cuantas 
especies pueden crecer por debajo de 2 о por encima de 10. 
Los organismos que crecen mejor a bajo pH constituyen un 
tipo de extremófilos llamados acidófilos. El grupo de los 
hongos son más acidófilos que las bacterias. Muchos hon- 
gos crecen de forma óptima a pH 5 o inferior e incluso al- 
gunos crecen bien a pH 2. Algunas bacterias también son 
acidófilas. De hecho, algunas de estas bacterias son acidó- 


pH alto 


IRE Ls scala de pH нозе que aunque algunos micro. 
Organismos pueden vivir а pH muy айо o muy bajo, el pH intracelular 
permanece próximo a la neutralidad. 


filas estrictas, incapaces de crecer a pH neutro. Entre las bac 
terias acidófilas estrictas se encuentran varias especies de 
Thiobacillus (véase Sección 12.4) y algunos géneros de Ar- 
chaea como Sulfolobus, Thermoplasma y Ferroplasma (véanse 
Secciones 13.5 y 139). 

El factor crítico más importante para el carácter acidófi- 
lo estricto es la estabilidad de la membrana citoplasmática. 
Cuando el pH es neutro, la membrana citoplasmática de las 
bacterias muy acidófilas efectivamente se disuelve y las cé 
lulas se lisan, lo que sugiere que para que la membrana ci- 
toplasmática sea estable se requieren altas concentraciones 
de iones hidrógeno. Por ejemplo, el procariota más acidófi- 
lo conocido, Picrophilus oshímac, es también un termófilo 
(temperatura óptima de crecimiento 60°C) y crece а un pH 
óptimo de 0,7; ¡a pH superior de 4, las células de P. oshimae 
se lisan! Р сыштае vive en suelos extremadamente ácidos y 
calientes asociados a una actividad volcár 

Unos cuantos extremófilos presentan un pH óptimo de 
crecimiento muy elevado, a veces tan alto como pH 10; se 
denominan alcalófilos, Los microorganismos alcalófilos se 
encuentran por lo general en hábitat muy básicos como la- 
gos sódicos y suelos muy carbonatados. Sin embargo, los 
procariotas alcalófilos mejor estudiados han sido bacterias 
acróbicas no marinas, muchas de las cuales son especies de 
Bacillus. Algunos microorganismos alcalófilos extremos son 
también halófilos, y la mayor parte de éstos pertenecen al 
dominio Archaea (véase Sección 13.3). Algunos alcalófilos 
tienen aplicación industrial porque producen enzimas hi- 
drolíticas, como proteasas y lipasas, que funcionan bien a 
pH alcalino y se usan como aditivos de los detergentes do- 
mésticos (аблае Sección 30,9). 

Los alcalófilos también son muy interesantes por los 
problemas bioenergéticos que plantean al vivir a pH tan 
alto. Por ejemplo, ¿cómo pueden originar una fuerza motriz 
de protones (véese Sección 5.12) cuando la superficie exter- 
та de la membrana es tan alcalina? A partir de los estudios 
realizados con especies alcalófilas de Bacillus se ha puesto. 
de manifiesto que, en vez de la habitual fuerza motriz de 
protones, es un gradiente de Na” el que suministra la ener- 
ía para el transporte у la movilidad, pero que también se 
genera una fuerza motriz de protones responsable de la sin- 
tesis respiratoria de ATP. Cómo ocurre exactamente es aún 
un problema interesante por resolver en la investigación 
actual de la alcalifilia. 


pH intracelular 
Cuando se considera para cada organismo particular el n= 
querimiento de un pH específico para el crecimiento, hay 
que tener en cuenta que el pH óptimo representa sólo el pH 
del medio extracelular; el pH intracelular debe permanecer 
próximo a la neutralidad para evitar la destrucción de las 
macromoléculas celulares que son sensibles al ácido o al ál- 
сай. En los acidófilos o alcalófilos extremos, el pH intracelu- 
lar puede variar algunas unidades respecto a la neutralidad, 
pero en la mayoría de los microorganismos cuyo pH брі. 
то para el crecimiento está entre 6 y 8 (los llamados neu- 
trófilos), el citoplasma permanece neutro о muy próximo 
a la neutralidad (Figura 6.22). 

En el acidófilo antes mencionado, P. oshrimac, el pH in- 
tracelular es 4,6 y en los alcalófilos extremos se ha logrado. 


6.12 = EFECTOS OSMÓTICOS SOBRE EL CRECIMIENTO. 
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medir un pH intracelular de hasta 9,5. No se sabe con cer- 
teza si estos valores representan respectivamente los valo- 
тез más bajos y más altos de pH intracelular, pero tales 
límites deben de ser muy próximos a éstos, pues la estabi- 
lidad de las macromoléculas estaría en serio peligro por de- 
bajo o por encima de tales valores. 


En cultivos en medio no renovado (sistemas cerrados), el 
pH cambia durante el crecimiento a consecuencia de las re- 
acciones metabólicas que consumen o producen sustancias 
дав o básicas. Por eso, se añaden con frecuencia a los me 
dios de cultivo microbianos sustancias amortiguadoras de- 
nominadas lampones, a fin de mantener el pH relativamente 
constante. Tales tampones de pH funcionan en un rango 
estrecho de valores de pH; por tal motivo, se usan diferen- 
tes tampones para mantener diferentes valores de pH. Para 
valores de pH próximos a la neutralidad (pH 6-7,5) el tam- 
pón fosfato, normalmente añadido como KH,PO,, es un 
tampón excelente. Existen otros muchos tampones que se 
emplean en los medios de cultivo o en el ensayo de enzimas 
obtenidas de células microbianas, y el mejor sistema tam- 
ponante para un organismo o enzima puede ser conside- 
tablemente diferente del apropiado para otro. Por tanto, 
debe determinarse de modo empírico el más adecuado para 
сайа caso, aunque en el caso de ensayos enzimáticos in vé 
Ir, un determinado tampón que funcione bien con la en- 
zima de un organismo suele funcionar bien en el ensayo de 
la misma enzima de otros microorganismos. 


И 6.11 Revisión de conceptos 


Lä acidez о alcalinidad de un medio tiene una gran influencia so 
bree crecimiento microbiano. Algunos microorganismos crecen 
mejor a pH bajo о а pH alto, aunque la mayoria lo hacen а pH 
© enre6 y8.El pH intracelular debe permanecer próximo a la neu- 
traida, aunque el р externo sea altamente ácido о básico. 


Ми ¿Cuál es el incremento en protones (H') de una solución 
que pasa de pM 7 a pH 4? 
У ¿Quéson los tampones y por qué son necesarios? 


osmóticos sobre el 
crecimiento microbiano 


agua es el solvente de la vida, Todos los organismos пес 
Sitan agua y la disponibilidad de agua es un factor impor- 
“ante que en la naturaleza determina el crecimiento de los 
microorganismos. La disponibilidad de agua no sólo es fun- 
¡ción del contenido en agua que está presente en un medio, es 
де, de la humedad o sequedad de un determinado hábitat, 
“sino que también depende de la concentración de solutos, 
como sales, azúcares y otras sustancias que puedan estar pre 
entes en el agua. Esto se debe a que las sustancias disueltas 
береп una cierta afinidad por el agua que hace que el agua 
¿asociada a los solutos no esté disponible para los organismos. 


de agua, ósmosis y halófilos 
disponibilidad del agua se expresa en términos físicos 
la actividad de agua. La actividad de agua, abrevio- 


damente a,, es el cociente entre la presión de vapor del aire 
еп equilibrio con una sustancia o solución y la presión de 
vapor del agua pura a la misma temperatura. Los valores 
de а„ varian entre 0 y 1, y algunos valores representativos 
se indican en la Tabla 6.2 La actividad de agua de terrenos 
agrícolas oscila generalmente entre 0,90 y 1 

El agua difunde desde una región con una alta concen- 
tración de agua (baja concentración de solutos) hasta una 
región con menor concentración de agua (mayor concen- 
tración de solutos) por el proceso denominado ósmosis, En 
la mayoría de los casos, el citoplasma de una célula tiene 
una concentración de solutos mayor que el medio, por lo 
que el agua tiende a entrar dentro de la célula, diciéndose 
entonces que existe un balance de agua positivo. Sin embargo, 
cuando una célula está en un medio con baja actividad de 
арма, existe una tendencia del agua a salir de la cólula 

En la naturaleza, los efectos osmóticos tienen interés 
principalmente en hábitat con altas concentraciones de sa- 
les. El agua de mar contiene aproximadamente un 3% de 
NaCI además de pequeñas cantidades de otros minerales y 
elementos. Los microorganismos marinos generalmente 
tienen una dependencia específica del ion sodio además de 
tener un crecimiento óptimo al valor de actividad de agua 
propio del agua de mar (Figura 623). Tales microorganis- 
mos se llaman halófilos. El crecimiento de los halófilos re- 
quiere al menos algo de NaCl, pero el óptimo varía con el 
organismo; así, se usan los términos haléfilos discretos y 
halófilos moderados, para describir a los halófilos con reque- 
rimientos bajos (1-6%) y moderados (6-15%) de NaCl, res- 
pectivamente (Figura 6.23), 

La mayoría de los microorganismos son incapaces de 
existir en ambientes con actividad de agua muy baja y mue- 
ren, ose deshidratan y pasan a un estado de latencia, en ta- 
les circunstancias. Los organismos halotolerantes pueden 
soportar alguna reducción en el valor a, del medio, pero 
generalmente crecen mejor en ausencia de solutos añadi- 
dos (Figura 6.23). Por el contrario, algunos organismos se 
desarrollan con muy baja actividad de agua, y éstos son de 


TABLA 6.2 


1000 Aguapura Сашовыгіет Spiritum 
oss Sangre humana Streplocuecs, Escherichia 
aso Aguademar Pseudomonas, Vibrio 
ой Pan Muchos bacilos 
Стат positivos. 
0900 Jarabedearce, jamón — Cocos Gram positivos como 
Staphylococcus 
ожо Chorimo Saccharomyces must (levadura) 
OSO Раче de frutas, Saccharomyces ийй, 
mermelada Penicillium (hongo) 
0250 Pescadosalado Halobactertum, Иосив 
OTO Cereals caramelos. Хепиписе bisporus y 
frutos secos otros hongos xeróflos 


лтты rere otr mirhon praana u hangin rousti сарат de 
ттт en ranin de шуа usados a la actividad de apua mencionada, 


таза de crecimiento 


СЕ гоо з» la concentración dal lon sodio sobre ei cre- 


cimiento de microorganismos con diferentes tolerancias o requeri- 
mientos de sal. La concentración de NACI Óptima para microorganismos 
marinos como Y. fischeri es de alrededor del 3%; para haléflos extre- 
mos está entre el 15 y el 30% dependiendo del organismo. 


п interés, no sólo desde el punto de vista de su adapta- 
ción a la vida en estas condiciones sino también desde el 
punto de vista aplicado en la industria alimentaria, donde 
solutos como la sal y la sacarosa se emplean frecuentemente 
сото conservantes para inhibir el crecimiento microbiano. 
Los organismos capaces de crecer en ambientes muy salinos 
se llaman halófilos extremos (Figura 623) y, según las es- 
ecies, requieren 15-30% de NaC] para su crecimiento óp- 
timo (véase Sección 13.3). Los organismos capaces de crecer 
en ambientes con alta concentración de azúcares se deno- 
minan osmófilos, y aquellos capaces de crecer en ambien- 
tes muy secos (por la falta de agua) se Патап xerófilos. La 
Tabla 62 recoge ejemplos de estos organismos. 


Bacterias, по fototrotas 


Cianobacterias de agua dulce 
Cianobacterias marinas 
Algas marinas. 


Cianobacterias de lagos salinos 
Bacteria halófilasfototrofas anonigénicas 
(Especies Ectolhiorhodospira/ Haloradospira y Rhodospirillum) 
Archaea halûfilas extremas (por ejemplo, Halobacterium) 
y algunas bacterias (por ejemplo, Halomserobíum) 
Dunaliella (alga verde halófila) 
Levaduras xerófilas 
Hongos filamentosos xerófilos 


Solutos compatibles 
¿Cómo crecen los organismos en condiciones de baja acti- 
vidad de agua? Cuando un organismo crece en un medio 
соп baja actividad de agua sólo puede obtener agua del am- 
biente incrementando su concentración interna de solutos, 
Tal aumento puede llevarse a cabo aumentando el bombeo 
Че iones inorgánicos hacia el interior de la célula a partir del 
medio ambiente, o bien sintetizando o concentrando un so- 
luto orgánico. Se conocen organismos que emplean alguno 
de estos mecanismos y la Tabla 6.3 recoge algunos ejemplos. 

El soluto utilizado en el interior de la célula para ajus- 
tar la actividad de agua del citoplasma no debe inhibir los 
procesos bioquímicos celulares; tales compuestos se llaman 
solutos compatibles. En los microorganismos existen dife- 
rentes solutos compatibles (Tabla 6.3 y Figura 6.24). Todas 
estas sustancias son muy solubles en agua y se trata de azú- 
cares o alcoholes derivados de azúcares, de otro tipo de al- 
coholes, de aminoácidos o derivados de aminoácidos o bien 
de iones potasio (de KCI), como en el caso de Archaea ha- 
lófilas extremas y muy pocas Bacteria halófilas extremas 
(Tabla 6.3). Los solutos compatibles los sintetiza directa- 
mente el microorganismo o en algunos casos (como cuan- 
do se trata de glicina betaína o de KCI) los acumula del 
medio. La concentración intracelular de los solutos com- 
patíbles depende del nivel de los solutos externos, y para 
cada organismo la cantidad máxima que puede sintetizar o 
acumular es una característica genética; esto origina que 
diferentes organismos puedan tolerar diferentes rangos de 
potencial de agua (Tablas 62 y 6.3). En consecuencia, los 
microorganismos по halotolerantes, los halotolerantes, los 
halófilos y los halófilos extremos, en gran medida quedan 
definidos por su distinta capacidad genética para sinteti- 
zar o acumular solutos compatibles. 

Los cocos Gram positivos del género Staphylococcus son 
muy halotolerantes (de hecho, un procedimiento habitual 
para aislarlos se basa en usar medios que contienen un 
7,5% de NaCI), у estos organismos utilizan el aminoácido 
prolina como soluto compatible. La glicina betaina es un de- 


Glicina betaína, prolina 097090 
principalmente Gram positivas). 
glutamato (principalmente: 
Gram negativas) 
Sacara, trehalose озн 
rglucosilglcerol 0% 
Manitol, varios glicósidos, prolína, 0,92 
propionato de dimettsulfonio 
Glicina betaína 090075 
Glicina betsína,ectoína, trehalosa 090075 
ка 075 
Glicerol 075 
Glicerol. 055042 
Glicerol 072061 
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1. Solutos tipo aminoácidos: 
Glicina betaina Ectoina 


сњ 
HC- м-н, -с00 
н, нс 


2. Solutos tipo carbohidratos: 


Sacarosa 
снн 


оњ 


3, Solutos tipo alcohol: 
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ШЕП єз ө» нол часот а 
ln micoorgeramos. Las estructuras del ghutamato y pralna, que 
oan recuentos, se mostraron ai rabiar de os aminoácidos F+ 
ra 3.12). E nombra formal de la ectoina es 1,4,5,6-tetraridro:-2-meti- 
primana carboniato Notas que одов los compuestos indicados. 
sen тойсиша muy polares (solubles on aqua) 


fivado del aminoácido glicina, en el que los protones del 
grupo amino se han sustituido por tres grupos metilo; esto 
“deja una carga positiva permanente en el átomo de nitró- 
епо que aumenta la solubilidad de la sustancia, La glici- 
йа betaína está ampliamente distribuida como soluto 
compatible, especialmente entre Bacteria halófilas y ciano- 
erias (Tabla 6,3). Algunas bacterias halófilas extremas 
lucen otro soluto compatible llamado ectoína (Figura 
), un derivado cíclico del aminoácido aspartato. Las al- 
marinas producen una gran variedad de glicósidos 
pero, con raras excepciones, sólo los acumulan en baja can- 


tidad porque no suelen ser muy halófilas. Las levaduras 
xerófilas y las algas verdes halófilas producen principal- 
mente glicerol como soluto compatible. En la Tabla 6.3 se 
indica una lista de otros ejemplos de solutos compatibles 
cuyas estructuras aparecen en la Figura 6.24. 


/_6.12 Revisión de conceptos 


La actividad de agua llega a ser limitante para un organismo 
cuando aumenta la concentración de soluto disuelto en el me- 
dio. Para equilibrar esta situación, los organismos producen o 
acumulan solutos compatibles intracelulares que funcionan 
manteniendo la célula en un balance de agua positivo, Algunos 
microorganismos son capaces de crecer mejor con potenciales de 
agua reducidos, e incluso algunos elevados requieren niveles 
Че sales para crecer, 


2 ¿Cuál esel valor a, del agua pura? 
Y ¿Qué es un soluto compatible y para qué se necesita? 
/ ¿Cuál es el soluto compatible en especies de Halobacteriun? 


CAES Oxígeno y crecimiento microbiano 


Como los humanos tienen necesidad absoluta de oxígeno 
molecular (O) para vivir, resulta fácil suponer que todas 
las formas de vida requieren también O;. Sin embargo, esto 
noes cierto y muchos microorganismos pueden (y algunos 
deben) vivir en ausencia total de O), El oxígeno es poco so- 
luble en agua y puede consumirse rápidamente debido а 
las actividades respiratorias de los microorganismos en los 
hábitat acuáticos y húmedos (especialmente cuando con- 
tienen abundancia de matería orgánica). Por ello, existen 
еп nuestro planeta abundantes hábitat microbianos anóxi- 
cos (libres de О), como los fangos y otros sedimentos, pan- 
tanos y ciénagas, suelos forestales inundados, tracto 
intestinal de los animales, sedimentos de las aguas resi- 
duales, zonas profundas de la subcorteza terrestre y mu- 
chos otros ambientes. En estos hábitat anóxicos proliferan 
microorganismos, particularmente procarióticos. 


Clases de microorganismos en relación al 
Oxígeno 
Los microorganismos son muy variados en cuanto a la ne- 
cesidad o tolerancia del oxígeno y, como se señala en la Ta- 
bla 6.4, se pueden dividir en varios grupos dependiendo del 
efecto del oxígeno. Los aerobios son especies capaces de 
crecer a tensiones de oxígeno normales (el 21% del aire es O.) 
у muchos, incluso, pueden tolerar concentraciones más ele- 
vadas de oxígeno (oxígeno hiperbárico). Los microacrófi- 
los, por el contrario, son aerobios que pueden usar el O, sólo 
cuando está presente a niveles más bajos que en el aire, nor- 
malmente a causa de su limitada capacidad para respirar o 
porque contienen alguna molécula sensible al oxígeno, como 
por ejemplo alguna enzima МЫЙ en presencia de oxígeno. 
Muchos aerobias son facultativos, lo que significa que en 
condiciones nutritivas y de cultivo apropiadas pueden cre- 
cer tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. 
Algunos microorganismos no pueden respirar Oy; tales 
organismos se llaman anaerobios. Existen dos clases de 
anaerobios: los anaerobios aerotolerantes, que toleran el 


Acrobios. 


Estrictos Necesario Respiración aerobia Местата luteus (В) Piel, polvo 
Facultativos Nomecesario,perocrecen Respiración aerobia, Escherichia coli (В) Intestino 
mejor con О, anaerobia, fermentación 
Microsenililas  Necexario pero a bajas Respiración aerobia йит volutans (В) Lagos 
tensiones 
Anaerobios 
Aerotolerantes No necesario, пі cnecen Fermentación Streptococcus Tract respiratorio superior 
mejor con O; pyogenes (В) 
Estrictos Dañino o letal Fermentación o Methana terium Digestones de aguas negras, 
respiración anaerobia Jormicieum (А) sedimentos lacustres anóxicos 


“Lor рамеі indican la poción ботс (cero A, Argus, En cada catre conc ejemplos representativos de los do dominios La mayoría delos 
calas ми аен estic, pero tambn hay апае агынын (рок emp levaduras) y жыктык rios por ejemplo sanos FRNA y aN 


"bits pro del microorganisme indicado еп cada се. 


oxigeno y crecen en su presencia aunque no pueden usar- 
lo, y los anaerobios estrictos que son inhibidos o incluso 
mueren en presencia de oxígeno (Tabla 6.4). Se desconoce 
la razón por la que los anaerobíos estrictos mueren en pre 
sencia de oxígeno, pero puede deberse a que son incapa- 
ces de eliminar algunos productos tóxicos que se originan 
еп el metabolísmo del oxígeno (ver más adelante). 

Por lo que se sabe, la anaerobiosis estricta ocurre en tres 
clases de microorganismos: una amplia variedad de pro- 
cariotas, unos cuantos hongos y unos cuantos protozoos. 
Dentro del dominio Bacteria, uno de los grupos mejor co 
nocidos de anaerobios estrictos es el del género Clostridium, 
formado por bacilos Gram positivos formadores de endos- 
рогах, Los clostridios son muy frecuentes en el suelo, en se- 
dimentos lacustres y en el tracto intestinal, y a menudo son 
los responsables del deterioro de los alimentos enlatados 

ise Secciones 12.21 y 29,2). Otras bacterias anaerobias es- 

encuentran entre los microorganismos metano- 
génicos y otras muchas especies de Archaea (véase Capítulo 
13), las bacterias sulfatorreductoras y las homoacetogéni 
саз (бане Capítulos 12 y 13), así como muchas de las bac- 
terias que habitan el tracto intestinal de los animales (véase 
Sección 21.4). No obstante entre los anaerobios estrictos la 
sensibilidad al oxígeno varía ampliamente, pues algunos 
Organismos son capaces de tolerar trazas de oxígeno mien- 
tras que otros no. 


Cultivos microbianos y los efectos del oxígeno 
Para el crecimiento de muchos microorganismos aeróbi- 
cos es necesario suministrar una fuerte aireación. Esto se 
debe a que el O, es poco soluble en agua, y el O, usado por 
los organismos durante el crecimiento no se reemplaza lo 
suficientemente rápido por difusión a partir del aire, Por 
tanto, es deseable la aireación forzada de los cultivos, bien 
sea por agitación de los matraces o tubos en una bandeja 
de agitación, o mediante burbujeo de aire esterilizado a 
través del medio mediante un tubo fino de vidrio o un dis- 
со poroso. Normalmente, los aerobios crecen mejor con ai- 
reación forzada que cuando se suministra el O, por simple 
difusión. 


ausencia de oxigeno y crecen por todo el tubo. (d) Los 
¡crecen apartándose de la zona más óxica. (о) Los anaerobios. 
lerantes crecen por todo el tubo. No obstante, el crecimiento по 
mejor cerca de la superficie porque estos organismos sólo son 
mentadores. 
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En el caso delos cultivos de anaerobios el problema es ex- 
dir, no suministrar, el oxígeno. Como el oxígeno está pre- 
sente en el aire se requieren métodos especiales para el 
cultivo de microorganismos anaeróbicos. Los anaerobios es- 
trictos varían en su sensibilidad al oxígeno, de modo que 
existen diversos procedimientos para reducir el contenido en 
О, de los cultivos; algunos muy simples y adecuados para 
los organismos menos sensibles, pero otros más complejos 
‚озо paez ol concilio de los оаа econ 
Para los organismos que no son demasiado sensibles a 
pequeñas cantidades de oxígeno, llenar completamente las 
botellas о tubos con medio de cultivo hasta arriba y cerrar 
соп tapones herméticos, permite condiciones anóxicas ade- 
cuadas. También es posible añadir un compuesto químico 
que sea un agente reductor capaz de reaccionar con el oxige- 
тоу reducirlo a НО. Un buen ejemplo es el tioglicolato, que 
se añade a un medio denominado caldo de tioglicolato y nor- 
malmente se usa para ver cuáles son los requerimientos de 
О, de un organismo (Figura 6.25). Después de que el tio 
бойдо reacciona con el oxígeno a lo largo del tubo, el oxi 
по atmosférico sólo puede penetrar en la parte superior 
donde el medio contacta con el aire. Los acrobios estrictos 
«тесегйп sólo en la parte superior del tubo. Los organismos 
facultativos crecerán por todo el tubo, pero con preferencia 
en la parte superior. Los microaerófilos lo harán cerca del 
extremo superior, pero no justo en la superficie del medio 
(Figura 6.25). Finalmente, los anaerobios crecerán funda- 
mentalmente cerca del fondo del tubo, donde el oxígeno no 
puede penetrar (Figura 6.25). Es frecuente añadir al medio 
Uun colorante indicador redox como la resazurina, que cam- 
bia de color en presencia de oxígeno y por tanto señala el 
Brado de penetración del oxígeno en el medio (Figura 6.25). 


o û латы Eo 


Para eliminar por completo toda traza de O, del cultivo 
de anaerobios, puede colocarse un gas que reaccione con 
«10, en una jarra que a su vez contenga los tubos о las pla- 
сав. El dispositivo más sencillo es la jarra de anaerobios, un 
contenedor con una tapadera que puede sellarse y dentro 
del cual se colocan los tubos o las placas que se van a incu- 
bar (Figura 6.264). El aire del recipiente se reemplaza luego 
por una mezcla de Н. y СО», y las trazas de O, que pudie- 
тап quedar en el contenedor o en el medio se consumen por 
acción de un catalizador químico, estableciéndose las con- 
diciones anóxicas. 

Para el cultivo de anaerobios estrictos como los meta- 
nógenos (véase Sección 13.4) no sólo es necesario eliminar 
todas las trazas de O, sino también realizar todas las ma- 
nipulaciones del cultivo en una atmósfera anóxica, ya que 
estos microorganismos pueden morir tras una breve expo- 
sición al O). En estos casos, el medio de cultivo se hierve 
primero para eliminar el oxígeno, y luego ве añade un a 
te reductor como HS y se sella la muestra en una atmósfer 
Че un gas libre de oxigeno, Todas las manipulaciones hay 
que realizarlas bajo una corriente gaseosa de hidrógeno o 
nitrógeno libres de O, que se dirige al recipiente de cultivo 
сада vez que se abre, evitando así el O, que pudiera entrar, 

Para llevar a cabo investigaciones con anaerobios estrictos 
es necesario disponer de cámaras anóxicas, que son disposi- 
tivos especiales diseñados con guantes incorporados que 
permiten trabajar desde fuera con cultivos abiertos en at- 
mósferas totalmente anóxicas 


oxígeno es un poderoso oxidante y un excelente aceptor de 
electrones en la respiración (use Sección 5.11). El oxígeno 


Incubación en condiciones anóxicas. (a) Jarra anóxica. Una reacción química producida por el sobre en el interior де la jarra ge- 
era, + СО; El H; reacciona con el O, presente en la јата sobre la superficie de un catalizador de paladio para formar Н,О, La atmóstora final 
contiene N, Н, y СОЗ (b) Cámara anóxica con guantes para manipular e incubar cultivos en condiciones anóxicas. La compuerta de la derecha, 
(фе puede vaciarse y llenarse con gas libre de О, permite introducir o extraer materiales de la cámara con guantes. 
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еп su estado basal normal se llama triplete de oxígeno CO). 
Sin embargo, una forma tóxica importante del oxígeno es el 
denominado singlete de oxígeno (10), una forma mucho 
más energética en la que la capa electrónica externa que ro- 
dea al núcleo es muy reactiva y capaz de llevar a cabo es- 
pontáncamente una variedad de oxidaciones indeseables 
para la célula. El singlete de oxígeno se produce tanto foto- 
«químicamente como bioquímicamente, en este último caso a 
través de la acción de varias enzimas llamadas peroxidasas. 
Los organismos que frecuentemente se encuentran con sin- 
gletes de oxigeno, como las bacterias del aire y los microor- 
ganismos fototróficos, a menudo contienen pigmentos 
llamados carotenoides cuya función es convertir los single- 
tes de oxígeno en formas no tóxicas (véase Sección 17.3). 

Otras formas altamente tóxicas del oxígeno son el anión 
superóxido (07), el peróxido de hidrógeno (H,O,) y el ra- 
dical hidroxilo (ОН), cada uno de los cuales se produce 
como un producto lateral durante la reducción de O, a Н.О 
en la respiración (Figura 6.27), Además, las flavoproteínas, 
quinonas, tioles, y proteínas con hierro y azufre (nêre Sec- 
ción 5.11) también pueden llevar acabo la reducción de О, 
a O, . El superóxido es muy reactivo y puede oxidar prác- 
ticamente cualquier compuesto orgánico de la célula, como 
las macromoléculas. Los peróxidos como el НО, pueden 
dañar os componentes celulares, pero generalmente no son 
tan tóxicos para la célula como el anión superóxido o los 
radicales hidroxilo. Estos últimos son los más reactivos de 
todas las especies tóxicas del oxígeno y pueden oxidar ins- 
tantîneamente cualquier sustancia orgánica de la célula. Sin 
embargo, en la mayoría de las células, los radicales hidroxilo 
son sólo formas transitorias, porque la fuente principal de 
ОН: son las radiaciones ionizantes а las que las células nor- 
malmente no se encuentran expuestas. También se pueden 
formar pequeñas cantidades de OH’ a partir de Н.О, 
gura 6.27), pero como los peróxidos no se acumulan en la cé 
Tula (debido a la acción de la catalasa que consideraremos 
más tarde) esta fuente de radicales hidroxilo prácticamente 
se elimina. Más adelante veremos que algunas células de 
sistema inmunitario de los animales pueden producir va- 
rias especies tóxicas de oxigeno y utilizarlas para destruir a 
los invasores microbianos (niise Sección 22.2). 


Enzimas que destruyen formas tóxicas 

de oxígeno 

Con tantas formas tóxicas derivadas del oxígeno, no resul- 
ta sorprendente que los organismos hayan desarrollado en- 
zimas рага destruir estos productos tóxicos (Figura 6.28). La 


Oj + eî Oy Superóxido 
Oy se + 2H > НО; Peróxido de hidrógeno 
ЊО; + e” + H Н, + OH Radical hidroxilo 
ОН. +e ‚Н HO Agua 


IEEE resucón del О, hasta agua por la adición secuen- 


cial de cuatro electrones. Los intermediarios que se forman son reac- 
tivos y léxicos para la cólula 
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reductasa: 
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Las catalasas la) у las peroxidasas (b) son proteínas que contienen por- 
finas, aunque también algunas flavoprateínas pueden consumir espe- 
cies tóxicas де oxigeno. (с) Las superóxido dismutasas son proteínas 
que contienen metales, fundamentalmente cobre y zinc, manganeso o 
erro. ic) Reacción combinada de la superóxido dismutasa y la catala- 
за (e) La superórido reductasa cataliza la reducción por un electrón de 
О, a H;O, ublizando соолто с reducido como donador de electrones. 


enzima más común de este grupo es la catalasa, que ataca 
al peróxido de hidrógeno y cuya actividad se esquematiza 
en la Figura 6.284 y 6.29, Otra enzima que destruye el pe- 
róxido de hidrógeno es la peroxidasa (Figura 6280); difie- 
те de la catalasa en que requiere un reductor, normalmente. 
NADH, para originar НЭ como producto, El superóxido. 
es destruido por la enzima superóxido dismutasa (Figu- 
та 62%), que combina dos moléculas de superóxido para 
formar una molécula de peróxido de hidrógeno y una mo- 
lécula de oxigeno. Por tanto, la función conjunta de la su- 
peróxido dismutasa y de la catalasa puede convertir otra 
vez el superóxido en oxígeno (Figura 6.28d). 

Los aerobios y los aerobios facultativos contienen por 
lo general tanto superóxido dismutasa como catalasa, aun- 


| горго о.о +оо ое ensayo de la presencia de catalasa en un 
Cultivo microbiano. Un asa de cultivo cargada соп células recogidas. 
de la superficie de un cultivo sólido se mezcla соп una gota de agua 
oxigenada al 30% sobre un portaobjetos. La inmediata aparición de 
burbujas indica la presencia de catalasa. Las burbujas proceden del 


О, generado en la reacción Н.О, + H,O, +2 H,O + Oj. 
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que algunos aerobios estrictos carecen de catalasa. La su- 
peróxido dismutasa es imprescindible en las células acró- 
icas y su ausencia en los anaerobíos estrictos parece ser la 
causa por la que el oxígeno sea tóxico para estas células 
(їзє también a este respecto el párrafo siguiente). Algunos 
anaerobios acrotolerantes, como las bacterias del ácido lá 
tito, carecen también de la superóxido dismutasa pero usan 
complejos no proteicos de Мп?” libre para lograr la dis- 
mutación de O, а HO, y O, Tal reacción puede haber fun- 


cionado como una forma primitiva de superóxido 
dismutasa en los organismos primigenios. Esta idea se basa 
en el hecho de que todas las superóxido dismutasas cono- 
cidas contienen un cofactor metálico en sus centros activos, 


normalmente Мп? ', pero también Ре?” o Си?” y Zn? 

En algunos procariotas anaeróbicos estrictos, se ha des- 
cubierto un mecanismo muy interesante de eliminación del 
anión superóxido. Por ejemplo, en Pyrococcus furiosus, un 
miembro de Arcluew, no existe superóxido dismutasa pero 
está presente una enzima particular, la superóxido reductasa, 
que se encarga de la eliminación del superóxido. A dife- 
rencia de la superóxido dismutasa, la superóxido reducta- 
за reduce el anión superóxido a HO, sin la producción de 
О, (Figura 6.28). P. furiosus también carece de catalasa, un 
enzima que como la superóxido dismutasa genera O; (Е 
ura 6.280). En este microorganismo, el Н.О, producido por 
la superóxido reductasa se elimina por la actividad de е 
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zimas semejantes a las peroxidasas que dan Н.О como pro- 
ducto final (Figura 6280), La superóxido reductasa puede 
tener una amplia distribución entre los anaerobios estri 
tos, ya que diversos estudios de secuenciación del genoma 
han puesto de manifiesto la presencia de genes semejantes 
al de la superóxido reductasa en otros anaerobios estrictos. 
Si esto fuera así, significaría que estos microorganismos, 
que se pensaba que eran anaerobios estrictos por carecer de 
superóxido dismutasa, tienen un mecanismo para desechar 
el anión superóxido altamente tóxico 


/_6.13 Revisión de conceptos 


Los aerobios necesitan oxígeno para vivir mientras que los 
anaerobios no, e incluso pueden morir en su presencia. En 
la célula se pueden originar varias formas tóxicas del oxi- 
geno, pero existen enzimas que pueden neutralizar la ma- 
yor parte de ellas. Se requieren métodos especiales para 
cultivar bacterias aerobias o anaerobias estrictas. 


Y Quë es un aerobio facultativo? 

¿Cómo funciona un agente reductor? 

Z ¿Cómo protege la superóxido dismutasa a la célula? 
Й 


{Еп qué se diferencia la actividad de la superóxido dis- 
mutasa de la superóxido reductasa? 


1. Describa el proceso molecular clave que ocurre cuan- 
do una célula crece y se divide en dos. ¿Qué proteínas 
intervienen en este proceso de división celular? 

2, En el bacilo Escherichia coli, ¿en qué se diferencian al 
microscopio las células mutadas en el gen que codifi- 
ca la proteína МгеВ de las células del tipo silvestre (no 
mutadas)? Razone la respuesta, 

3. ¿Por qué el antibiótico penicilina mata las células bac- 
terianas? 

4. ¿Cuál esla diferencia entre la constante de la velocidad 
de crecimiento (k) de un organismo y su tiempo de ge- 
meración (g)? 

5, ¿Por qué es útil representar los datos del crecimiento. 
Че un cultivo? 

6. Describa el ciclo de crecimiento de una población de 
células bacterianas desde el momento en que se ino- 
cula en medio fresco, ¿En qué puede diferir el mode- 
lo de crecimiento si el crecimiento se mide en células 
totales o en células viables? 

7, Describa un método directo y otra indirecto para me- 
dir el crecimiento bacteriano, Confirme que los méto- 
dos elegidos concuerdan con su definición, 

B. Describa brevemente el proceso por el que una célula 
aislada se convierte en colonia visible en una placa - Te 
niendo en cuenta su explicación, describa el principio en 
el que se basa el método de recuento de células viables. 


9. ¿Cómo puede el quimiostato regular independiente- 
mente la velocidad de crecimiento y el número de cé- 
lulas? 

10. Examine la gráfica que relaciona la velocidad де cre- 
cimiento y la temperatura (Figura 6.17). En términos 
bioquímicos, explique por que la temperatura óptima 
para un organismo está normalmente más cercana a 
su temperatura máxima que a su mínima. 

11. Con respecto al pH del medio y el dela célula, ¿en qué 
son diferentes los acidófilos de los alcalófilos? ¿En qué 
son iguales? 

12. Explique en términos moleculares cómo una célula de 
un halófilo es capaz de hacer que las moléculas de 
agua entren en su interior, 

13. Cite tres tipos químicos de solutos compatibles produ- 
¡idos por diferentes microorganismos. Cite al menos 
dos cosas que todos ellos tengan en común. 

14. Compare un aerotolerante y un anaerobio estricto en 
lo que respecta a sensibilidad y crecimiento en pre- 
sencia de oxigeno (Оз). ¿En qué difiere un anaerobio 
acrotolerante de un microserófilo? 

15. Compare las enzimas catalasa, superóxido dismulasa, y 
superóxido reductasa desde los siguientes puntos de vis- 
ta: sustratos, productos de oxígeno, organismos que 
los presentan y función en la tolerancia celular al oxi- 
geno de la célula. 


Ejercicios prácticos 


1. Un cultivo en medio nutritivo rico se inicia con cuatro 
células bacterianas por mililitro, y presenta un perio- 
do de latencia de 1 hora у un tiempo de generación de 
20 minutos, ¿cuántas células habrá en 1 litro de ese cul- 
tivo tras 1 hora de incubación? ¿Y tras 2 horas? ¿Y tras 
2 horas sî una de las células del inóculo inicial estu- 

2. Calcule: 


valor de g y de Кеп un experimento de cre- 
cimiento en el que se inoculó un medio con 5 х 10° 
cólulas/ml de Escherichia coli y que, después de un 
periodo de latencia de 1 hora, creció exponencial- 
mente durante 5 horas alcanzando una población de 
5А x 10 сёйшїаз/ п. 


3. Consulte el Capítulo 3 y localice una figura que des- 
criba lo que sucede a las enzimas de un mesófilo 
сото Escherichia coli cuando se coloca en un medio 
Че cultivo a 80°C. Compare esto con una figura del 
Capítulo 6 que describa qué ocurriría si una célula 
Че Pyrolobus fumarii se colocara en las mismas condi- 
ciones. Describa por qué ninguno de los dos orga 
nismos crecería. 

4. ¿Es probable encontrar vivo а un microorganismo psi 
crófilo en una fuente termal? ¿Porqué? Con frecuen 
cia es posible aislar microorganismos termófilos de 
ambientes de agua fría. Explique estos hechos. 


I material genético de todas las células es ácido desoxirribonueleico bica- 
tenario (DNA), cuya estructura molecular һе muestra en esta página, Para 
que un organismo crezca y se reproduzca, la información genética codifi- 


өл la doble hélice debe replicarse con precisión y usarse рага producir mo- 
especificas de ácido ríbonucleico (RNA) y proteína. Los procesos utilizados 
leyar а cabo estas funciones po descubrieron ea microorganismos, pero los 
ismos básicos son muy similares en todos los organismos celulares, de las 
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Macromoléculas e información genética 


ESTRUCTURA DEL ONA 

Estructura del DNA: la doble hélico 
Estructura del DNA: superenrollamiento 
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REPLICACIÓN DEL ONA 

Replicación del DNA: moldes e iniciadores 
Replicación del DNA: la horquilla de 
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genéticos lineales 
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Promotores 

Terminadores de la transcripción 

La unidad de transcripción 
Procesamiento del RNA y ribozimas 


SÍNTESIS DE PROTEÍNAS 

El código genético 

RNA de transferencia 

Traducción: el proceso de la síntesis 
de proteínas 

Plegamiento y secreción de proteínas 
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OS DE BIOLOGÍA MOLECULAR MICROBIANA 


en una molécula de КМА que aparea 
соп un codón durante la síntesis de pro 
teínas 

Antiparalelo en relación al DNA bicatena- 
rio, una cadena va en la dirección 5' = 3 
y la otra en la dirección 3' + 5° 

Codón una secuencia de tres bases en el 
MRNA que codifica un aminoácido 

Cromosoma un elemento genético, general- 
mente circular en procariotas y lineal en 
eucariotas, que leva genes esenciales para 
el funcionamiento de la célula 

Chaperones moleculares grupo de pro 
leinas que ayuda a otras proteínas а ple- 
garse o replegarse а partir de un estado 
desnaturalizado 

DNA polimerasa una enzima que sintetiza 
una nueva cadena de ОМА en la dirección 
57-037 usando una cadena antiparalela de 
DNA como molde 

Bzón la secuencia codificante de un gen (lo 
contrario que un intrón) 


Gen un segmento de DNA que codifica para 
una proteína (vía mRNA), un ЖМА о un 
RNA 

Genoma el conjunto de genes contenido en 
апа célula o un virus 

Iniciador una molécula (generalmente un 
Polimucleótido) al cual la DNA polimerasa 
Puede unir el primer desoxieribonucleóti- 
do nucleótido durante la replicación del 
DNA 

trên las secuencias no codificantes que se- 
paran los exones en un gen partido. 


RNA precursor a su forma madura 

Prometor un sitio en el DNA al cual puede 
unirse la RNA polimerasa y comenzar la 
transcripción 

Replicación sintesis de DNA utilizando 
ОМА como molde o templado 

Replicación semiconservativa Sc i 
ОМА que origina nuevas dobles hélices, 
сайа una formada por una cadena parental 
у otra de nueva sintesis 

Ribosoma una partícula citoplásmica com- 
puesta de RNA ribosómico y proteína, la 


cual es parte central de la maquinaria sin- 
tetizadora de proteínas de la célula 

Ribozima una molécula de RNA que puede 
úcatalizar reacciones químicas 

RNA de transferencia ЯМА) una molè 
Cula adaptadora utilizada en la traducción 
que tiene especificidad por un determinar 
до aminoácido y por uno о más codones. 

RNA mensajero (MRNA) una molécula de 
RNA que contiene la información necesaria 
рага codificar para una proteína, 

RNA polimerasa una enzima que sintetiza 
RNA en la dirección 5' — 3' usando una. 
cadena antiparalela de ОМА como tem- 


plado 

RNA ribosómico (rRNA) tipos de RNA en: 
contrados en el ribosoma; algunos partic 
рап activamente en el proceso de la sintesi 
de proteinas 

Traducción sintesis de proteinas utilizando 
la información genética presente en un 
RNA mensajero. 

Transcripción sintesis de RNA usando un 
DNA como molde 

Transcrito primario una molécula de RNA 
no procesado que es el producto directo de. 
la transcripción 


E 1 término biología molecular se aplica específicamente 
al estudio de la estructura y función del conjunto de 
macromoléculas que se encuentran en las células vivas, 
Este capítulo examina solamente las moléculas que están 
directamente implicadas en la transmisión de la informa- 
ción en mi оз. . 

Enel Capítulo 1, consideramos las células como «máqui- 
паз químicas» y «sistemas codificadores». En el Capítulo 3, 
examinamos la estructura básica de las macromoléculas ce- 
lulares. En el capítulo, se explica cómo las células 
guardan la iı ión genética y los mecanismos que usan 
Para procesar y usar esta información. En el capítulo si- 
guiente describiremos cómo se regula la expresión de la 
información genética. Los capítulos posteriores abordarán 
la información genética de formas no celulares, la 
transferencia de la información genética y cómo la infor- 


1 GENERALIDADES SOBRE GENES 
Y EXPRESIÓN GÉNICA 


La genética es la disciplina que trata de los mecanismos. 
por los cuales los caracteres se transmiten de un о 
nismo a otro y cómo se expresan. Puesto que la tra 
sión de la información biológica es la base de la fu 
celular, la genética es una herramienta de primera mı 
nitud. Acoplada con la biología molecular permite 
tender los mecanismos moleculares que permiten que la 
célula funcione. El estudio de la genética desde la 
pectiva molecular también es fundamental para en 
der la variabilidad de los organismos y la evolución 
las especies, 

La comprensión de cómo la información se transmil 
a través de los sistemas biológicos tiene enormes aplic 
ciones prácticas. Por ejemplo, la genética nos proporci 
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técnicas que permiten modificar específicamente a los or- 
ganismos, Muchos de los recientes avances en agricultu- 
та, industria y medicina se basan en la genética y la 
biología molecular: La comprensión de la transmisión bio- 
lógica en una célula no sólo permite entender el funcio- 
namiento en el organismo normal, sino también cómo 
estas funciones se alteran en el organismo enfermo. Con 
este conocimiento, los científicos están desarrollando по 
sólo métodos para controlar importantes enfermedades 
infecciosas, sino también soluciones para alteraciones me- 
tubólicas que se creían incurables. En capítulos posterio- 
тез profundizaremos en la aplicación de la genética 
(incluyendo la genética de microorganismos) en el ámbi- 
to humano, 


Muchas de las moléculas implicadas en la transmisión de 
la información genética son macromoléculas, Antes de que 
conociéramos su naturaleza, o incluso las etapas de dicha- 
transmisión, estaba claro que existía una unidad de infor- 
mación genética. Esta unidad se denomina gen. 


¿Qué es un gen y cuál es su función? 

La mayoría de los genes son entidades que codifican la es- 
Iructura de un único polipéptido o proteína, Ya comenta- 
тов la química de las proteínas en el Capítulo 3 y 
tonstatamos que estaban formadas por una о más cadenas 
polipeptídicas. Un polipéptido se compone de una serie de 
aminoácidos unidos por un enlace peptídico. Existen unos 
20 aminoácidos diferentes presentes en las proteínas (véase 
Figura 3.12), y una única molécula de proteína normal- 
mente tiene varios cientos de aminoácidos (vémse Secciones 
36-35). El gen es el elemento de información que codifica 
Ja secuencia de aminoácidos de la proteína. Los genes son los 
almacenes de la información, mientras que las proteínas 
son las entidades funcionales. 

En todas las células los genes están compuestos de йсї 
io desoxirribomucleico (DNA). La información del gen está 
contenida en la secuencia de bases del DNA. La informa- 
ión guardada en el DNA codifica la secuencia de una pro- 
teina, y lo hace exclusivamente a través de una molécula 
Intermediaria, el ácido ribonucleico (RNA). Dado que las tres 
дез de macromoléculas, DNA, RNA y proteína, contienen 
B información biológica en sus secuencias, frecuentemen- 
lese denominan macromoléculas que llevan información 
(pinse Sección 3.2). 

Enel DNA y el RNA, la información está codificada enla 
secuencia de bases púricas y pirimidicas de la cadena 
polinucleotidica. Cuando tratemos del contenido de infor- 
mación de un ácido nucleico, hablaremos de las propiedades 
'todificantes de este material. La secuencia de aminoácidos 
бешп polipéptido está codificada por la secuencia de las bases 
pûricas y pirimídicas del ácido nucleico, En este capítulo co- 
“mentaremos la función codificadora en detalle. 
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les. Nótese que en cualquier región particuiar, sólo se transcribe una de 
las dos cadenas de la doble hélice de DNA. 


Etapas de la transmisión de la Información 

Los procesos moleculares implicados en la transmisión de la 
información genética pueden dividirse en las tres fases que re- 
sumimos brevemente a continuación (Figura 7.1). 


1. Replicación. La molécula de DNA, que actúa como el ma- 
terial genético de la célula, es una doble hélice de dos 
largas cadenas (véase Sección 3.5). Durante la replica- 
ción, el DNA se duplica produciendo dos hélices dobles. 


2. Transcripción. El DNA no participa directamente en la 
síntesis de proteínas sino que lo hace а través de un in- 
termediario de RNA. La transferencia de la información 
al RNA se denomina transcripción, y la molécula de 
RNA que lleva la información que codifica una proteína 
se denomina RNA mensajero (mRNA). En la mayoría 
delos casos, para un segmento particular del cromoso- 
ma sólo se transcribe una de las cadenas del DNA 
gura 7.1). Algunas regiones del DNA que se transcri- 
ben no codifican proteínas, sino que contienen la infor- 
mación para otros tipos de RNA, tales como RNA de 
transferencia (RNA) y RNA ribosómico (rRNA). Así, 
debemos ampliar nuestra definición de gen para incluir 
regiones del DNA que codifican estos tipos de RNA. 


3. Traducción. La secuencia específica de aminoácidos en 
сайа proteína está determinada por una secuencia es- 
pecífica de bases en el mRNA (que se transcribe a su 
vez a partir del DNA). Existe una correspondencia 
neal entre la secuencia de bases de un gen y la se- 
cuencia de aminoácidos de un polipéptido (Figura 7.1). 
Se necesitan tres bases del mRNA para codificar un 
solo aminoácido y cada uno de estos tripletes se de- 
nomina codón. Este código genético se traduce a рго- 
teína por medio de la maquinaria para síntesis de 
proteinas. Este sistema consta de ribosomas (com- 
puestos a su vez de proteínas y rRNA), tRNA y varias 
enzimas. 
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En el proceso de replicación, transcripción y traduc- 
ción, la información en la secuencia del ácido nucleico pue- 
de codificar bien la secuencia de otro ácido nucleico o de 
una proteína. Sin embargo, la transferencia de la infor- 
mación desde el ácido nucleico a la proteína es unidirec 
cional; la secuencia de la proteína no indica la secuencia 
del ácido nucleico. Esta transferencia unidireccional de in- 
formación desde el ácido nucleico a la proteína se conoce 
сото dogma central de la biología porque es compartida por 
todas las formas de vida de nuestro planeta. 

Las tres etapas de la transferencia mostradas en la Fi- 
gura 7.1 son las que usan todas las células, En el Capítulo 
9, veremos que la transferencia de la información durante 
la reproducción de algunos virus puede implicar dos tipos 
diferentes de transferencia, Una es la replicación del RNA, 
en la cual el RNA se utiliza como molde para la síntesis de 
RNA. El otro es la transcripción inversa (reversa), en la que se 
usa una información contenida en una secuencia de RNA 
рага originar una secuencia en forma de ОМА. Nótese que 

ın ambos casos la transferencia de información es de ácido 
nueleico a ácido nucleico y, por tanto, no contradice el dog- 
та central. 


Genética de procariotas y eucariotas 

Los procesos de replicación, transcripción y traducción se 
producen en todos los organismos celulares. Sin embargo, 
existen diferencias en los mecanismos utilizados en proca- 
rotas y en eucariotas. Esto es debido, en parte, a diferencias 
en la organización de la información genética y al hecho de 
que los eucariotas poseen un núcleo. 

Ya señalamos en el Capítulo 2 las diferencias básicas en 
la organización del DNA en procariotas y eucariotas. En 
resumen, el genoma procariótico está representado (en ge- 
neral) por una única molécula circular de DNA covalente- 
mente cerrada que se enc citoplasma de 
célula, y el genoma de eucariotas está constituido por va- 
rías piezas lineales de DNA presente en cromosomas indi- 
viduales en el núcleo de la célula 

En procariotas no hay una membrana que separe el cro- 
тпоѕота del citoplasma (nase Sección 22). En eucariotas, 
sin embargo, los cromosomas están localizados dentro del 
núcleo y los ribosomas en el citoplasma, de manera que la 
transcripción y la traducción están espacialmente separa- 
das 

En todos los tipos de células la definición de un gen 
ез la misma: un segmento de ОМА que codifica una pro- 
teina (vía mRNA), un RNA o un rRNA. Sin embargo, en 
eucariotas los genes que codifican proteínas están fre- 
cuentemente divididos en dos o tres regiones codifica- 
doras separadas por regiones no codificadoras. Las 
regiones codificadoras se denominan exones, y las re- 
giones separadoras intrones. Ambas regiones, exones e 
intrones, se transcriben para formar un transcrito pri- 
mario o pre-RNA, formándose posteriormente el RNA 
funcional por eliminación de los intrones. En la Figura 
7.2, se presenta una comparación esquemática de los fe- 
nómenos genéticos que diferencian a procariotas de eu- 
cariotas. 


P) Eucariota 


IA Comparación de la transterencia de información genê 


ica en procariotas y eucariotas. (a) Procariotas, Una única molécula de 
ЯМА contiene а menudo más de una región codificadora (tal mRNA se 
llama poliistrónico). (o) Eucariotas. Las regiones no codificantes (n- 
rones) se eliminan del transcrito primario antes de la traducción. Los 
MRNAS de los eucariotas son casi siempre monocitrónicos, Nótense 
que los dos tipos de células no están dibujadas a escala, Una cêlula 
procariótica tipica suele med de 1 a 2 рт de diámetro y una célula eu- 
салдїса tipica (animal) mide alrededor de 25 um de odiámetro (véase 
Figura 23). 
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/_ 7.1 Revisión de conceptos 


Los tres procesos clave de la síntesis de macromoléculas son la 
replicación del DNA, transcripción (síntesis de RNA a partir de 
un DNA molde) y traducción (síntesis de proteínas utilizando 
el RNA mensajero como molde). Aunque los procesos básicos 
son los mismos en procariotas y eucariotas, la organización de 
la información genética es más compleja en eucariotas. Muchos 
genes de eucariotas tienen regiones codificadoras (exones) y no 
codificadoras (intrones) 


/ ¿Qué tres tipos de moléculas están implicadas en la trans- 
misión de la información genética? 


4 Entodas las células hay tres procesos implicados en la trans- 
misión de información genética. ¿Cuáles son? 


11 ESTRUCTURA DEL DNA 


En el Capítulo 3, se estudió la estructura general de los 
ácidos nucleicos. En las siguientes secciones se tratarán 
los detalles de la estructura del DNA necesarios para 
entender le genética molecular y los tipos de elementos 
genéticos calulares constituidos por DNA. Con esta in- 
formación básica, estaremos en condiciones de entender 
cómo el DNA se replica, se transcribe a RNA y se tradu- 
tea proteína, 


¡tructura del ОМА: la doble 
пёс 


La información genética para todos los procesos celulares 
se guarda en el DNA en forma de la secuencia de bases de 
Ja cadena polinucleotícica. Como se ha indicado, en el DNA 
sólo hay cuatro bases diferentes: adenina (A), guanina (G), 
tosina (С) y timina (Т). Como se muestra en la Figura 3.11, 
elesqueleto de la cadena de DNA está formado рог unida- 
Чез de fosfato y del azúcar desoxirribosa alternando entre sí. 

Unida a cada azúcar existe una de las bases mencionadas. 

Debe recordarse el sistema de numeración para las posi- 
ciones del azúcar y de la base; el fosfato que conecta dos 
azúcares va desde el carbono 3/ de un azúcar al carbono 5' 
del azúcar adyacente (véase Figura 7.14). En un extremo de 
la molécula del DNA, el azúcar tiene un fosfato en el hi- 
droxilo 5' mientras que еп el otro el azúcar tiene un hidro- 
vilo libre en la posición 3 


El DNA como una doble hélice 

Сото se verá en el Capítulo 9, las cromosomas de algunos 
Virus son de cadena sencilla. Sin embargo, en los cromoso- 
mas de todos los organismos celulares, el DNA existe en 
forma de dos cadenas polinucleotídicas cuya secuencia de 
Bases es complementaria. La complementariedad de las ba- 
Ses surge de la especificidad del apareamiento de las bases 
pûricas y pirimídicas: la adenina se aparea siempre con la 
imina, y la guanina con la citosina (Figura 7.3). Las dos ca- 


Esqueleto ~ 


Apareamiento especifico entr la adenina (A) y la imi- 
na (Т) y entre la guanina (G) y la ctosina (С) mediante puentes de hi- 
агодепо. Estos dos pares de bases son los típicos de los ОМА 
bicatenarios. Los átomos que se encuentran өп el surco principal de la 
doble hêlice y que interactúan con proteinas se resaltan өп rojo. Tam- 
bién se indican los esqueletos de desoxirribosa fosfato de las dos ca- 
denas del DNA. 


denas de la doble hélice resultante están ordenadas de 
manera antiporalela (véase Figura 7.4). Esto significa que 
las dos cadenas están orientadas «cabeza-pie». En la Fi- 
gura 74, la cadena de la izquierda está ordenada en la di- 
rección 5' a Y' de arriba abajo, mientras que la otra se 
ordena en la dirección 5' a 3' de abajo arriba, Las dos ca- 
denas están enrolladas entre sí formando una doble héli- 
ce (Figura 7.5). En esta doble hélice, el DNA forma dos 
surcos distintos, el mayor y el menor. De las múltiples pro 
teínas que interaccionan específicamente con el DNA 
(como se verá en el Capítulo 8), la mayoría interaccionan 
principalmente con el surco mayor, donde existe una can- 
tidad de espacio considerable, Dada la regularidad de la 
doble hélice, algunos de los átomos de las bases están 
siempre expuestos en el surco mayor (y algunos en el me- 
nor). En la Figura 7.4, se muestran los átomos del surco 
mayor que son importantes en la interacción соп las pro- 
teínas. 

El tamaño de la molécula de DNA puede expresarse en 
términos de su peso molecular, pero dado que cada nucleó- 
tido tiene un peso molecular de 330 y que, por otra parte, 
las moléculas de DNA tienen muchos nucleótidos, el peso 
molecular aumenta rápidamente. (El ácido nucleico, inclu- 
зо el de los virus pequeños, puede tener un peso molecu- 
lar del orden de millones y el DNA de las células de miles 
de millones). Una manera más conveniente de expresar los 
tamaños de las moléculas de DNA es en términos del mii- 
тето de miles de bases, o de pares de bases, por molécula. 
Así, una molécula de DNA con 1000 bases contiene una ki- 
lobase de DNA. Si la molécula de DNA es una doble hélice, 
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tructura del DNA. Naturaleza complementan y an- 
tiparalela del ONA. Nótese que uno de los extremos de las cadenas. 
terminan en un grupo 5'-tostato, mientras que el otro extremo es un 
3'-hidroxllo. Las bases өп rojo representan las pirimidinas citosina. 
(C) y timina (T), y las amarillas representan las bases púricas adenina 
(A) y guanina (G). 


entonces se habla de Kilopares de bases. Así, una doble hi 
се de 5000 pares de bases tendría un tamaño de 5 kilopares 
de bases. La bacteria Escherichia coli tiene 4600 kilopares de 
bases de DNA en su cromosoma. Dada la inmensa canti- 
dad de información de secuencias genómica que se está 
acumulando, es frecuentemente útil hablar de millones de 
pares de bases o megapares de bases. El genoma de E. coli tie- 
пе 4.6 megapares de bases. 

Cada par de bases comprende 0,34 nanometros (nm) de 
longitud a lo largo de la hélice, y cada vuelta de la hélice 
contiene 10 pares de bases, Así, 1 kilobase de DNA tiene 
100 vueltas de hélice y una longitud de 0,34 um. Cálculos 
de este tipo pueden ser muy interesantes como veremos 
más adelante. 


Una 
vuela 
de hélice 


-surco 


Esqueleto de 
azucar tostato- 


ШШЕ oc comperizado de un pouan Fagen de 
DNA mostrando la coniguración dela doble Ме. Uno de ls os: 
ueltos arican tostato эе muestra en az у el otro on verd, Las bason 
plimidicas so muestran on rojo у ша púrcas an amar, tasa alo 
calzación delos surcos mayor y menor, El modelo ue generado u 
талдо un programa del Computer Graphics Laboratory, University de 
Самота en San Francisco, 


Nótese que a diferencia del peso molecular, que hace 
referencia a la masa, la medida del ácido nucleico por el 
número de bases o de pares de bases es una medida de 
longitud. Mientras una molécula de ácido nucleico de ca- 
dena sencilla puede tener menos estructura que una de 
cadena doble, cada tipo queda mejor descrito por el nú- 
mero de bases en una cadena sencilla. Por tanto, los bió- 
logos moleculares usan la abreviatura kb (kilobase) para 
describir tanto las moléculas de cadena doble como de ca- 
dena sencilla, 


Características estructurales del DNA 
específicas de la secuencia 
En las regiones del cromosoma que codifican proteínas, 
la secuencia del DNA está limitada en gran medida por la 
secuencia de aminoácidos de las proteínas codificadas y 
por la naturaleza del código genético (véase Sección 7,13), 
Sin embargo, con frecuencia, existen secuencias de bases 
еп el DNA que existen no por sus propiedades codifica- 
doras, sino por su influencia en la estructura secundaria del 
DNA o por el modo en el que el DNA interacciona соп 
proteínas. 

Las moléculas largas de DNA son bastante flexibles, 
pero los segmentos de DNA de menos de 100 pares de ba- 
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ses son mucho más rígidos. Algunos segmentos cortos de 
DNA pueden ser doblados por proteínas que interaccio- 
man con ellos, Sin embargo, ciertas secuencias por sí mis- 
mas originan curvaturas en el DNA. Las secuencias de este 
DNA curvado involucran frecuentemente varios grupos 
de cinco о seis adeninas (en la misma cadena), separados 
entre ellos por cuatro o cinco bases. Además, algunas se- 
cuencias contribuyen a la capacidad del ОМА para do- 
blarse cuando ciertas proteínas interactúan con él 
Generalmente, la curvatura del DNA está implicada en la 
regulación de la expresión génica, como veremos en el Са- 
pítulo 8. 

Enel DNA, con frecuencia se encuentran secuencias cor- 
tas repetidas. Muchas proteínas interaccionan con regiones 
del DNA con secuencias repetidas (véase Capítulo 8) pero en 
orientación inversa, Este tipo de repeticiones se conoce 
сото герен vertida. Las repeticiones invertidas con- 
бегеп una simetría binaria a la secuencia del DNA. Como 
še muestra en la Figura 7.6, repeticiones invertidas cercanas 
teóricamente podrían conducir a la formación de bucles 
cruciformes (bucle en forma de horquilla cruciforme) en el 
DNA. (Nótese que el tallo del bucle es una doble hélice cor- 
la con aparramiento de bases normal y cadenas antipara- 
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Repeticiones invertidas 


con tallo (cruciforme). (a) Repeticiones invertidas próximas en 
JONA Las flechas indican la simetría respecto de un eje imaginario 
¡decontinua).(b) Formación de estructuras cruciformes por apa- 
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СЕД ONA real con exiremos monocatenarios complemen- 
tarios (-extremos cohesivos») que pueden circularizarse por aparea- 
miento delos mismos. 


Si se examina la Figura 7.6, se observa que cada ca- 
dena de la región mostrada puede formar un bucle, Así, 
algunas de las repeticiones invertidas del DNA que son 
transcritas pueden ser importantes debido a los bucle: 
que forman en el RNA. Tal estructura secundaria (véase 
Sección 3.5), formada por el apareamiento de las bases 
de un ácido nucleico de cadena sencilla, es muy impor- 
tante tanto en el RNA de transferencia (véase sección 7.14) 
como en el RNA ribosómico (véanse Sección 11.4 y Figu- 
ra 11.8) 

Los extremos de las moléculas lineales de DNA pue- 
den tener también secuencias interesantes que originan 
cambios en su estructura. Algunas moléculas de DNA tie- 
nen regiones de cadena sencilla en sus extremos que son 
complementarias. Esto sugiere que los dos extremos pue- 
dan encontrarse y asociarse por apareamiento de bases, 
сото se ilustra en la Figura 7.7, para formar un círculo, El 
genoma del virus bacteriano lambda se circulariza de esta 
manera (véase Sección 9.10). El DNA que lleva secuencias 
complementarias de cadena sencilla еп sus extremos se 
dice que tiene «extremos cohesivos». Algunas moléculas 
Че ОМА tienen estructuras en horquilla pero casi sin bu- 
cle. Las horquillas pueden originarse a partir de una re- 
gión de cadena sencilla al final de la molécula que 
contiene una repetición invertida, como se muestra en la 
Figura 7.8. En la Sección 7.7, se verán otras secuencias im- 
portantes en los extremos del DNA lineal del cromosoma 
eucariótico, 
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Una estructura en horquilla en un extremo de una MO 
"есца de DNA circular. Si el DNA lineal hubiera sido totalmente bica- 
tenario, las secuencias señaladas en verde habrian sido repeticiones. 
invertidas, 


El efecto de la temperatura en la estructura 
del DNA 

Aunque los puentes de hidrógeno entre los pares de bases 
individualmente son muy débiles (vénse Sección 3.1), su 
conjunto mantiene unidas las cadenas de una molécula tí- 
pica de DNA bicatenario. Puede haber millones e incluso 
cientos de millones de puentes de hidrógeno, dependien- 
do del número de pares de bases en la molécula. Recuér- 
dese (Figura 7.3) que cada par adenina-timina tiene dos de 
estos enlaces, mientras que cada par guanina-citosina tie- 


Арага вама а 260 nm 


Desnaturalización termal del DNA. Е DNA absorbe más 
luz ultravioleta cuando la doble hélice se desnaturalza. La transición es. 
bastante abrupta, y la temperatura del punto de fusión, Т.. está direc- 
tamente relacionada соп el contenido en GC de ese DNA. Aunque el 
DNA desnaturalizado puede renaturalzarse por enfriamiento lento, el 
proceso no sigue una curva similar. La renaturalización es más completa. 
cuanto más se baje la temperatura (por debajo de la de fusión), y sólo 
después de un tiempo de incubación considerable, 


ne tres. Esto hace que los pares GC sean más fuertes que los 
АТ. 

Cuando еї DNA se aísla de las células y se guarda a tem- 
peraturas cercanas a la temperatura ambiental у en con- 
сепітасіопез fisiológicas de sal, el DNA permanece en la 
forma de doble cadena. Sin embargo, si se eleva la tempe- 
ratura los puentes de hidrógeno se rompen, pero no los en- 
laces covalentes intracatenarios y las cadenas de DNA se 
separan. Este proceso se denomina fusión y puede medir- 
se experimentalmente debido а que las cadenas sencillas y 
las dobles difieren en su capacidad para absorber la luz ul- 
travioleta de cierta longitud de onda, aunque tengan la mis- 
та secuencia (Figura 7.9). El DNA con un alto porcentaje 
de pares GC funde a temperatura más alta que una molécu- 
la de tamaño similar con más pares AT. Si el DNA calenta- 
do se deja enfriar lentamente, se puede volver a formar el 
DNA nativo bicatenario, Este proceso puede utilizarse no 
sólo para formar nuevamente el DNA nativo sino también 
para formar moléculas híbridas cuyas dos cadenas proce- 
Чеп de fuentes diferentes. La hibridación, es decir, la cons- 
trucción artificial de un ácido nucleico de doble cadena por 
apareamiento de dos ácidos nucleicos de cadena sencilla, 
puede se una herramienta tan poderosa como útil (véase 
Sección 10.12). 


У 7.2 Revisión de conceptos 


El DNA está generalmente ordenado como una molécula de do- 
ble cadena que adopta una conformación helicoidal. Se mide en 
términos de pares de bases. Las dos cadenas de la doble hélice 
son antiparalelas, Las dos cadenas de la doble hélice pueden ser 
separadas experimentalmente por calor en un proceso denomi- 
nado fusión. 


Explique lo que significa antiparalelo en relación con la es- 
tructura del DNA de doble cadena. 

е Defina «complementariedado en referencia а las dos cade- 
nas del DNA 


> EEEN 


En una molécula de DNA relajada, el número de vueltas 
coincide con exactitud con el que se podria predecir co- 
nociendo el número de pares de bases. En la Figura 7.10 se 
muestra un ejemplo. Si se considera la longitud de una 
doble hélice relajada y el tamaño de las células microbia- 
nas о de los virus, que deben acomodar este DNA en su in- 
terior, está claro que debe existir algún tipo de estructura 
de orden superior ya que tal molécula no podría ser em- 
paquetada en una célula. Por ejemplo, si calculamos la 
longitud del DNA del cromosoma de Escherichia coli, en- 
contraremos que mide más de 1 mm, ¡500 veces más lar- 
во que la propia célula de E. coli! Tales problemas de 
'empaquetamiento también ocurren en el DNA vírico y en 
el DNA de las células eucarióticas. ¿Cómo se puede em- 
paquetar tanto DNA en tan poco espacio? La solución: el 
superenrollamiento. 
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(a) ОМА relajado, circular 
y covalentemente cerrado 


Cots en wna cadena | in 


i‏ ر 


(b) ОМА relajado, circular, con una mella 


Rotar un extremo 
¡Corte өп una cadena | | de la cadena abierta 
alrededor de la hélice y igar 
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(©) DNA circular superentollado. 


Proteinas 


(6) DNA cromosómico con dominios superenrallacos 


DNA superenrollado 

El superenrollamiento es un estado en el que las moléculas 
de DNA bicatenarias están a su vez retorcidas, Los diagra- 
mas de la Figura 7.11 muestran cómo este fenómeno puede 
producirse en un duplex de DNA circular. El superenrolla- 
miento introduce torsión en la molécula de DNA. El DNA 
puede superenrollarse en la dirección positiva o negativa. El 
superenrollamiento negativo ocurre cuando el DNA ве 
tuerce a lo largo de su eje en la dirección opuesta a la de la 
doble hélice (que es hacia la derecha). Ésta es la forma de 
superenrollamiento en la que el DNA se encuentra en la na- 
turaleza. 

Aunque existen proteínas asociadas con el DNA de 
los procariotas, los cromosomas procarióticos pueden 
considerarse como DNA «desnudo». No es éste el caso de 
los cromosomas de eucariotas, que contienen grandes 
mtidades de proteínas unidas al DNA de manera regu- 
lar. Como se ha mencionado (véase Sección 7.1) cada cro- 
mosoma eucariótico contiene una molécula de DNA 
lineal de doble cadena. Esta molécula de DNA lineal está 
enrollada alrededor de proteínas llamadas histonas de 
una manera regular formando unas estructuras denomi- 
nadas nucleosomas (Figura 7.11). En los cromosomas de 
los eucariotas, la formación de los nucleosomas introdu- 
се un superenrollamiento negativo. Las hístonas son pro- 
teínas cargadas positivamente que pueden neutralizar la 
carga negativa del DNA (debida a los grupos fosfato). 
Los nucleosomas están espaciados а lo largo de la doble 
hélice a intervalos muy regulares, pero se pueden agre- 
gar para formar un material fibroso llamado cromatina, 
La propia cromatina puede compactarse más aún por 
plegamiento y formación de bucles formando finalmes 

una estructura muy densa. Éstas son las estructuras 
más fácilmente visibles durante la división celular (véa- 
se Figura 7.23). 


En los procariotas, el superenrollamiento del DNA se lleva 
acabo de manera muy diferente que en eucariotas. En Bac- 
teria y la mayoría de Archaea, existe una enzima llamada 
DNA girasa que introduce un superenrollamiento negati- 
vo. Primero, la molécula de DNA se retuerce; а continu: 

ción, en un punto en que las dos cadenas contactan ocurre 
un corte en una de ellas у, finalmente, la doble hélice rota 
se religa en el sitio opuesto de la cadena intacta (Figura 
7.12). La DNA girasa es una lopoisomerasa, específicamente 
una topoisomerasa П. Observe el origen de la palabra to- 
poisomerasa. Topología es la rama de las matemáticas que tra- 
ta de las propiedades de las figuras geométricas que 
permanecen inalteradas cuando las figuras se retuercen о 


IMA ONA supsrenrotado Las partes a, b y c muestran 
terconversiones entre DNA circular superenrollado relajado a través de 
una mella en el DNA circular. Una mella es un corte en un enlace fos- 
fodiêster de una cadena. (9) En realidad, el ОМА bicatenario en el cro- 
тозота bacteriano está ordenado no en una superélice, sino en 
varios dominios superenrollados, como se muestra aquí En Escherichia 
сой se стве que existen más de 50 dominios superenrollados, cada 
uno de los cuales se estabiliza por la unión de proteinas especificas, 
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ІДИ Enpacueramiento de DNA alrededor de un núcleo de 
histonas para formar un nucleosoma. Los nucieosomas se ordenan a 
lo largo de la cadena del DNA asemejando bolas en una cuerda. Esta 
conformación es tipica del ОМА өп las células eucarióticas. 


contorsionan. Estamos tratando de la topología del DNA y 
una topoisomerasa es una enzima que afecta a esta topolo- 
gía. Resulta interesante que algunos de los antibióticos que 
actúan sobre Bacteria, tales como las quinolonas (ácido nali- 
díxico), fluoroquinolonas (ciprofloxacino) y novobiocina, inhi- 
ben la acción de la DNA girasa. La novobiocina es también 
efectiva sobre varias especies de Archaen, donde parece in- 
hibir a la DNA girasa. 


Topolsomerasa ll 
hace cortes en las. 


09$: 


Otra enzima tiene la capacidad de eliminar el superen- 
rollamiento negativo en el DNA. Se denomina lopoisomer- 
sa 1, e introduce un único corte en una de las cadenas del 
duplex de DNA y produce la rotación de una cadena sen- 
«illa alrededor de la otra. Como se muestra en la Figura 
7.10, un corte (una mella) en el esqueleto de cualquiera de 
las cadenas permite al DNA regresar al estado relajado, in- 
dependientemente de que el superenrollamiento sea роѕі- 
tivo o negativo. Estas enzimas se encuentran en procariotas 
y eucariotas. En el DNA lineal, como por ejemplo el de los 
cromosomas de eucariotas, las proteínas que lleva unidas 
previenen el regreso al estado relajado. Para prevenir que 
el cromosoma bacteriano regrese al estado relajado cada 
vez que se produce una mella, dicho cromosoma contiene 
dominios superenrollados, como se indica en la Figura 7.10, 
Una mella en el DNA en uno de estos dominios no relaja el 
DNA de los demás. No está claro cómo se mantiene el DNA 
en estos dominios, pero posiblemente las proteínas tienen 
alguna función. 

Mediante la acción de estas topoisomerasas, la molécu- 
la de DNA puede superenrollarse y relajarse alternativa- 
mente. Debido a que el superenrollamiento es necesario 
para empaquetar el DNA dentro de la célula y la relajación 
es necesaria para que el DNA pueda replicarse, estos dos 
procesos complementarios son importantes en la función 
del DNA en la célula. En la mayoría de los procariotas, el ni- 
vel de superenrollamiento negativo es el resultado de un 
balance entre la actividad de la DNA girasa y la de la to 
Poisomerasa 1. Además, se sabe que el superenrollamiento 
afecta a la expresión génica. Ciertos genes se transcriben 
más activamente cuando el DNA está superenrollado, 
mientras que un excesivo superenrollamiento inhibe la 
transcripción de otros. 

Algunos procariotas contienen una enzima llamada gi- 
rasa inversa. Esta topoisomerasa introduce superenrolla- 
miento positivo en el DNA. Los organismos que poseen 
esta enzima son principalmente especies de Archaea que 
crecen a temperaturas extremadamente altas (hipertermó- 


Rotura y unión de la 


-) 


1. Circulo relajado. 2. Una parte del 3. Contacto entre las dos 4. Después de la acción de 5. DNA superenrollado 
se pliega regiones de la hélice. latopolsomerasa |, se 
sobre la otra Nótese que aún nose Һа introducido una torsión 
ha introducido una (un superenrollamiento 
torsión negativo) 


Invocación de suparenralariento en un DNA стода por acción de a Topoomerasa que produce cores ala Job cadena, 


filos, véanse Secciones 6.10 y 13.11). Parte del DNA de estos 
organismos parece estar «relajado», es decir, sin superen- 
rollamiento positivo ni negativo. Esto puede deberse a un 
balance entre la girasa inversa y la actividad de las proteí- 
паз del tipo de las histonas. Un organismo, la Archaea hi- 
pertermófila Methanococcus fervidus, posee estructuras 
semejantes a nucleosomas donde el DNA está superenro- 
Tado positivamente (véase Sección 13.11). 

El superenrollamiento positivo, originado por la girasa 
reversa u otros mecanismos, es una especie de «superes- 
tructuración» y puede tener una función importante pro- 
tegiendo al DNA de la desnaturalización. Sin embargo, para 
que pueda usarse, la información en el DNA debe ser ac- 
cesible a la maquinaria de la célula. Asî, en todas las célu- 
las la estructura del ОМА parece ser bastante dinámica. 


Y 7.3 Revisión de conceptos 


La larga molécula de DNA puede empaquetarse en la célula 
debido a que está superenrollada, En la mayoría de los proca- 
lolas este superenrollamiento es causado por enzimas deno- 
minadas topoisomerasas. En los cromosomas de eucariotas, el 
DNA está enrollado alrededor de proteínas llamadas histonas 
formando una estructura denominada nucleosomas. 


¿Por qué es importante el superenrollamiento? 
7 ¡Cuál es la función de las topoisomerasas en las células? 


Elementos genéticos 


de proceder a describir cómo las células replican su 
JA, examinaremos qué tipos de estructura deben ser re- 
сафа». Las estructuras que contienen material genético 
JA en la mayoría de los microorganismos, RNA en al- 
os virus) se denominan elementos genéticos. El genoma 
el complemento total de genes en una célula o virus. 
unque el principal elemento genético es el cromosoma, se 
т otros elementos genéticos que tienen funciones 
portantes en la función génica en procariotas y eucario- 
(Tabla 7.1). 


cromosoma 
la Sección 22, se introdujo el hecho de que un procariota 
о tiene un único cromosoma que contiene todos (o la 
опа) los genes de la célula. Los eucariotas tienen múl- 
es cromosomas formando su genoma. Además, el cro- 
ma procariótico típico es una molécula de DNA 
ular, mientras el DNA de todos los cromosomas euca- 
es lineal, En la Tabla 7.2 se relacionan el número, 
оу configuración de los cromosomas de algunos mi- 
mos bien conocidos, procarióticos y eucarióticos. 
que el cromosoma de la bacteria Borrelia burgdorfe- 


BAZA) es lineal Los extremos de este ciomosoora 
repeticiones en horquillas como las mostradas en la 
gura 7.5. Aunque no son muy comunes, existen cromo- 
lineales en otras Bacteria. Miembros del género Strep- 
tienen también cromosomas líneales, pero éstos 
proteinas covalentemente unidas a sus extremos. 


Molécula de DNA bicatenario. 
muy larga, generalmente circular 


Plásmido Molécula de DNA bicatenario. 
eatracromosómico, relativamente 
corto y generalmente circular 

¡Genoma virco Molécula de DNA o RNA de cadena 
doble o sencilla 

Elemento Molécula de ОМА bicatenario que 

transponible se encuentra siempre dentro de otra 
molécula de DNA 

Eucariotas. 

Cromosoma Molécula de ОМА bicatenario lineal, 
extremadamente largo 

Plasmid” Molécula de ОМА bicatenario. 
емтастотовотісо, relativamente 
corto y circular o lineal 

Mitocondria o Moléculas de DNA generalmente 

coroplasto «irculanes de longitud intermedia 


Genoma vírico Moléculas de DNA o RNA de cadena 
doble о sencilla 

Molécula de DNA bicatenario que 
se encuentra siempre dentro de 
otra molécula de DNA 


Elemento. 
ransponible 


Lam plenos son ranm єп eucariotas 


'Comentaremos la importancia de estas proteínas en la Sec- 
ción 77. 

Los pocos ejemplos de procariotas dados en la Tabla 7.2 
по han sido escogidos al azar. Incluyen especies tanto de 
Archaea como de Bacteria, y ejemplos de los cromosomas 
eucarióticos más grandes y más pequeños. Consideraro- 
mos más adelante el hecho de que algunos procariotas, 
como Rhodobacter sphaeroides, tengan más de un cromosoma. 

De igual manera, en la Tabla 7.2, sólo aparecen unos 
pocos ejemplos de microorganismos eucarióticos, pero to- 
dos tienen DNA lineal y múltiples cromosomas incluso en 
la fase haploide. Ambas características son tipicas de to- 
dos los organismos eucarióticos con independencia de su 
tamaño. En levaduras (y probablemente en muchos otros 
microorganismos eucarióticos), la longitud del DNA de un 
único cromosoma es en realidad más corta que la de un 
cromosoma procariótico linearizado. Por ejemplo, la can- 
tidad total de DNA por célula de levadura es solamente 
tres veces mayor que en Escherichia coli, pero la levadura 
tiene 16 cromosomas. En organismos superiores, sin em- 
bargo, la longitud del DNA de un solo cromosoma es ma- 
yor que el de un cromosoma procariótico abierto y 
linearizado. El genoma humano haploide sólo tiene algu- 
nos cromosomas más que el de la levadura, pero tiene 200 
veces más DNA. 

La molécula de DNA lineal de un cromosoma eucarió- 
tico tiene una secuencia especial de DNA denominada tr- 
mero en cada extremo y un centrómero en algún lugar entre 
los telómeros. Los centrómeros son importantes para el re- 
parto de los cromosomas durante la división celular, Como 
veremos, los telómeros juegan un papel importante en la 
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Bacteria 

Mycoplasma genitatium Genoma celular más pequeño 058 1 о 

Borrel burgdorferi Agente dela enfermedad de Lyme (ase Capitulo 27) osr 1 ماح‎ 

Haemophilus influenzae Gram negativo, puede causar enfermedad (énse Capitulo 26) 18% 1 g 

Rhodobacter sphaeroides Gram negativo fototrófico 400“ 2 

Bacillus subtilis Gram positivo, modelo genético ал 1 © 

Escherichia oli K-12 Gram negativo, modelo genético ser 1 © 

Streptomyces coelicolor Actinomiceto, produce antibióticos (ose Capítulo 12) м 1 ЕЕ 

Archaea А 

Methanococcus анлай Metanógeno, crece a alta temperatura 166 1 о 
(обие Capítulos 6 y 13) 

Pyrococcus abyssi Crece а alta temperatura (облас Capítulos 6 y 13) 177 1 

Halobacterium sp. NRCI Crece а alta concentración salina (ráase Capítulos в y 13) 257 

ҮЙ Crece alla temperatura y alta acidez 29 1 
‘(rinse Capítulos 6 y 13) 

Eukaryat 

Giardia lamblia Protozoo fagelado, causa gastroenteritis aguda 12.00 4 === 
(tse Capitulo 14) 

Saccharomyces cerevisiae Levadura, muy usada en ciencia e industria тё 16 ИЗИ 
(телне Capítulos 14 y 30) 

Dictyostelium discoideum Hongo mucoso utilizado como modelo de desarrollo ма 6 5% 
(тше Capitulo 14) 

Tetrahymena Петар Protazoo cilado (вање Capítulo 14) ЕТ 5 


Mb corresponde a megaparos de bases. sel caso de айтув. los tamaños de ls genomas y el número de cromenomascorsponde ala fase haploide, (Todos los 


emma равин Indica han ido completamente sexuenciado | 


Ss eber al cromosoma lineal El genoma de este organismo contiene al menos 17 plásmidos lineales y circulares que en conjunto tenen un tamaño de 0А Mb, 
Наста influenzae R fue el primer organismo celular cuyo genoa se sereni) completamente. 

“Fl cromosoma I Gene Л Mb y е! cromosoma 1190 Mb. La cepa secuenciada también contiene cinco plávmidos 

La secuencia publicado no incluye la del plásmido F (ne Sección 108) ni la del batctenófago lambda (оуан Sección 9.10). que estarian presents en una cepa 


к 


12 pres 


Hay un gran cromosoma de ТУ Mb y dos minieromosomas де 0,19 Mb y 037 Mb. 


Toon los miccorgariamon del sado son шла. 


итуе иртәне fue el primer viaria en tener su genoma completamente secuenciado, Ё valor indicado no incluye el genoma mitocondrial ni todas las 


ops de algunas secuencias repetidas. 


replicación de estas moléculas (véase Sección 7.7). El nú- 
mero de cromosomas de una especie es constante pero va- 
ría ampliamente entre las especies. 

En la Sección 7.3, mencionamos una diferencia estruc- 
tural importante entre los cromosomas procariótico y eu- 
cariótico: el DNA de eucariotas está empaquetado en 
nucleosomas. Existen también interesantes diferencias en- 
tre procariotas y eucariotas en cuanto a la organización de 
la secuencia del DNA. 

Una de ellas es que muchos genes de eucariotas que co- 
difican proteínas están interrumpidos por secuencias de 
DNA по codificadoras, las cuales se encuentran entre las 
secuencias que en realidad codifican un único polipé 
(véase Figura 7.2). Estas secuencias no codificadoras se de- 
nominan intrones, mientras que las secuencias codificado- 
ras se denominan exones. El número de intrones por gen es 
variable y fluctúa entre ninguno y más de 50. Durante la 
transcripción, tanto los intrones como los exones se copian, 
y las secuencias del intrón son posteriormente cortadas y 


eliminadas cuando el RNA mensajero es procesado a su 
forma final. 

Esencialmente, todos los genes que codifican proteínas 
en los eucariotas superiores, tales como mamiferos, tienen 
intrones у algunos de ellos son a menudo más largos que 
los exones. Los eucariotas inferiores tienen menos intrones 
y son más cortos. Aproximadamente el 40% de los genes 
que codifican proteínas en la levadura de fisión Schizosac- 
charomyces pombe posee intrones, mientras sólo el 4% de los 
dela levadura Saccharomyces cerevisiae los lleva. Se conocen 
también intrones en los genes de procariotas que codifican 
proteínas pero son bastante raros y son eliminados del 
transcrito por mecanismos diferentes. 

La otra diferencia iı ие relativa a la organización 
de la secuencia es que los eucariotas contienen general- 


mente mucho más DNA por genoma de lo que se necesi- 
ta para codificar todas las proteínas requeridas para las 
funciones celulares. Por ejemplo, en el genoma humano 
sólo un 3% del total de la secuencia de ОМА se encuentra 
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en genes reconocibles, mientras que en Bacteria esta frac- 
ción excede del 90%. El DNA «extra» en eucariotas se en- 
сиепіга frecuentemente en secuencias repetidas, algunas 
cientos de miles de veces. La función de estas secuencias 
no está clara. Los eucariotas inferiores parecen tener una 
mayor densidad codificadora que los eucariotas superio- 
тез. Un ejemplo extremo parece ser la levadura Saccha- 
ттусез cerevisiae; aproximadamente el 70% de su DNA 
codifica proteínas. Aunque esta densidad génica parece 
bastante alta, es más baja que la de cualquier procariota co- 
nocido. 

Con frecuencia, los eucariotas tienen muchas copias de 
ciertos genes, como los que codifican RNA de transferen- 
Ча у RNA ribosómico, Estos últimos también pueden en- 
contrarse repetidos en procariotas, pero generalmente sólo 
están presentes, a lo sumo, en unas cuantas copias. Sin em- 
bargo, en procariotas existen unas pocas secuencias cortas 

то altamente repetidas. Por ejemplo, en Escherichia coli 

12 existe una secuencia de 38 pares de bases que está re- 
petida 581 veces y que representa el 0,5% del genoma. Aún 
ам, ambas generalizaciones son correctas: los genomas de 
eucariotas se caracterizan por tener genes interrumpidos y 
secuencjas repetitivas. 


Elementos genéticos no cromosómicos 

Se conocen otros elementos genéticos. Aunque algunos de 
llos han sido llamados «cromosomas», son bastante dife- 
entes del cromosoma verdadero, Por tanto, nos referire 
mos colectivamente a ellos como elementos genéticos ло 
cromosómicos. Muchos de estos elementos se encuentran ex- 
dusivamente en las células, pero éste no es el caso de ge- 
nomas víricos, 

Los virus contienen genomas, ya sea de DNA о RNA, 
gue controlan su propia replicación y transferencia de célula 
j célula. El genoma virico se denomina también cromoso- 
ina. Sin embargo, contiene genes esenciales para el virus, no 

га la célula hospedadora y, por tanto, es claramente dis- 
Tinto funcionalmente de los cromosomas celulares. (Curio- 
mente algunos genomas víricos se integran en el 
kromosoma celular, onse Secciones 9.10, 9.12 y 16.10.) Se 
tonocen cromosomas lineales y circulares. Los virus son es- 
petialmente interesantes porque a menudo (aunque по 
siempre) son causantes de enfermedades. Estudíaremos los 
¡virus en los Capítulos 9 y 16, y las enfermedades víricas en 
Jos Capítulos 26 y 27. 

Los plásmidos son elementos genéticos que existen y 
se replican independientemente del cromosoma. La gran 
mayoría de los plásmidos son DNA de doble cadena, y aun- 

la mayoría de los plásmidos son circulares, algunos son 
Jineales, Los plásmidos difieren de los virus en dos aspec 

(1) no causan daño a la célula (generalmente son bene- 

Піко), y (2) no tienen formas extracelulares como los 

Aunque los plásmidos se han reconocido en tan sólo 

pocos eucariotas, se han encontrado en la mayoría de 

ls especies procarióticas Comentaremos los plásmidos en 
¡Capítulo 10. 

Además del стот 
tontener uno o más plásmidos. Algunos plásmidos con- 
Menen genes cuyos productos proteicos pueden conferir 

edades importantes a la célula hospedadora, tales 


ma, muchos procariotas parecen 


como resistencia a antibióticos, En Bacteria, un cromosoma 
se define como un elemento genético cuyos productos es- 
tán implicados en etapas metabólicas esenciales bajo todas 
las condiciones de crecimiento. Tales genes se denominan al- 
gunas veces como genes de mantenimiento de la célula (hou- 
se-keeping genes). Por ejemplo, un gen que codifica una 
DNA girasa es requerido siempre por la célula, mientras 
que un gen que confiere resistencia a un antibiótico sólo se 
requiere bajo ciertas condiciones (la presencia del anti- 
biótico). Por tanto, la prueba de que un procariota tiene 
mås de un cromosoma requiere la demostración de que 
cada cromosoma contiene genes que, en una sola copia, 
son esenciales. Sin embargo, incluso utilizando una con- 
dición tan exigente, hay varios procariotas que tienen cla- 
tamente más de un cromosoma, entre los que se 
encuentran Rhodobacter sphaeroides y Halobacterium sp. 
МЕСІ (сёзге Tabla 7.2), así como miembros del género Bru- 
cella. Algo parecido podría ocurrir en la espiroqueta Bo- 
rrelia burgdorferi (véase Tabla 7,2), que posee un genoma 
complejo que incluye un gran cromosoma lineal y varios 
plásmidos lineales y circulares. 

Las mitocondrias y los cloroplastos de los eucariotas 
contienen elementos genéticos no-cromusómicos, La mi- 
tocondria es el sitio de las enzimas respiratorias y tiene 
una función importante en la generación de energía en la 
mayoría de eucariotas (véase Sección 14.2). El cloroplasto es 
una estructura verde que contiene clorofila y es el lugar de 
la síntesis autotrófica de АТР (véase Sección 14,3). Desde 
un punto de vista genético, las mitocondrias y los cloro- 
plastos pueden considerarse elementos genéticos que se 
replican independientemente, Sin embargo, estos orgánu- 
los son mucho más complejos que los plásmidos y los vi- 
rus, ya que contienen no sólo DNA sino también una 
maquinaria completa para sintetizar proteínas tales como 
ribosomas 708, RNA de transferencia y el resto de los com- 
ponentes necesarios para la traducción y la formación de 
proteínas funcionales, Aunque los genomas encontrados 
en mitocondrias y cloroplastos pueden contener muchos 
genes y el sistema completo de traducción, su existencia 
по es independiente de los cromosomas celulares puesto 
que la mayoría de sus proteínas no están codificadas por 
el DNA del orgánulo, sino por el DNA cromosómico de la 
célula. 

Los elementos transponibles son piezas de DNA que 
pueden moverse de un lugar a otro del cromosoma, Los 
elementos transponibles pueden encontrarse en procariotas 
y eucariotas y son importantes en la variabilidad genética, 
En procariotas existen tres tipos de elementos transponi- 
bles: las secuencias de inserción, los transposones y algunos 
virus especiales. Las secuencias de inserción son los más sim- 
ples y no llevan otra información genética que la requerida 
para moverse a lugares nuevos - Los transposones son más 
grandes y contienen genes adicionales, Veremos ambos ti- 
pos en detalle en el Capítulo 10. Enel Capitulo 16 estudia- 
remos un virus bacteriano, Mu, que es también un elemento 
iransponible. Una característica única de los elementos 
transponibles es que se replican como parte de alguna otra mo- 
lécula de DNA. 
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/_ 7.4 Revisión de conceptos 


Además del cromosoma, en la célula existen otros elementos 
genéticos. Los plásmidos son moléculas de DNA independien- 
tes del cromosoma de la célula. Las mitocondrias y los cloro- 
plastos contienen sus propios genomas con DNA. Los virus 
contienen un genoma, DNA о RNA, que controla su propia re 
plicación. Los elementos transponibles existen como parte de 
¿tros elementos genéticos. 


Y ¿Quéesun genoma? 


4 ¿Qué material genético se encuentra en todos los cromoso- 
mas celulares? 


4 ¿Qué define un cromosoma en procariotas? 


11 REPLICACIÓN DEL DNA 


Enel resto de este capítulo examinaremos en más detalle las 
tres etapas de la transmisión de la información biológica, La 
primera es la replicación del DNA. En todos los organis- 
mos la replicación del DNA es necesaria para la división 
celular, ya sea para generar nuevos organismos, como ocu- 
rre en organismos unicelulares, о para producir nuevas cé- 
Julas en un organismo pluricelular. El proceso debe ser 
preciso, de manera que las nuevas células u organismos po- 
sean esencialmente la misma información genética que la 
célula progenitora. Así, la secuencia de bases nucleotídicas 
existente en cada molécula larga de la doble hélice de DNA 
deber duplicarse con precisión para generar una copia de 
la molécula original. 


Replicación del DNA: moldes 
iniciadore: 


La demostración de que el DNA es una doble hélice con ba- 
ses complementarias apareadas fue clave para entender su re- 
plicación, Como hemos mencionado (véase Figura 7.3), la 
adenina se aparea específicamente con la timina y la gua- 
nina se aparea específicamente con la citosina. Si la doble 
hélice de DNA se abre, puede sintetizarse nueva cadena 
complementaria de cada una de las cadenas parentales. 
Como se muestra en la Figura 7.13, la replicación es semi- 
conservativa, es decir, cada una de las dos dobles hélices re- 
sultantes contiene una cadena parental y otra de nueva 
síntesis. 

La molécula de DNA que es copiada para formar una 
complementaria se denomina molde. Un molde es un mo- 
delo preformado que puede copiarse. La nueva molécula 
de DNA no está covalentemente conectada con la vieja mo- 
lécula de DNA. 

La química del DNA, la naturaleza de sus precursores 
y las actividades de las enzimas involucradas en la repli- 
cación imponen algunas restricciones importantes al 
modo en que se sintetiza la nueva cadena. El precursor 
de cada nucleótido еп la cadena es un nucleótido 5'-tri- 
fosfato, del cual se eliminan los dos fosfatos terminales y 


$ 
y 
Replicación 
[semiconservativa 
РА r 
3 y 


EZE La ropicación del DNA es un proceso somiconserva 


tivo tanto en procariotas сото en eucariotas, Nótese que cada una de 
las dobles hélices nuevas contiene una cadena nueva y otra vieja. 


el fosfato interno se une covalentemente а la ribosa de la 
cadena naciente (Figura 7.14). La adición del nucleótido 
a la cadena naciente requiere la presencia de un grupo 
hidroxilo libre, y tal grupo hidroxilo libre se encuentra 
exclusivamente en el extremo 3'de la molécula, Esta res- 
tricción química conduce a una importante ley que es la 
base de muchos aspectos de la replicación del DNA; la пе 
plicación del DNA siempre ocurre desde el extremo 5” al hi- 
droxilo del extremo 3”, uniéndose el fosfato 5'de cada nucleótido 
nuevo que se incorpora al hidroxilo 3’ del nucleótido añadido 
previamente. 

Las enzimas que catalizan la adición de los nucleóti- 
dos se denominan DNA polimerasas. Todas las DNA 
polimerasas sintetizan el nuevo DNA en la dirección 
5'— 3. Sin embargo, no se conoce polimerasa alguna que pue- 
da iniciar una nueva cadena. Todas estas enzimas йпісатеп- 
te pueden añadir un nucleótido a un 3 -OH preexistente. Así, 
para que pueda comenzarse una nueva cadena, debe 
existir un iniciador («primer»), un lugar al que la DNA 
Polimerasa pueda añadir el primer nucleótido. En la ma- 
yoría de los casos, el iniciador es un fragmento corto de 
RNA. 
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пети] Estructura de la cadena de ОМА y mecanismo de cro- 
por adición de un desoxiribonuciecsido tnfostato al extremo 
Sdo la cadena. El crecimiento siempre se produce desde el extremo 5 
il extremo hidroxilo З. La enzima ОМА polimerasa cataliza la reacción 
¡de adición. Los cuatro desoxiribonucieótidos que sirven como precur- 
L şoret son la deoxíimidimina trtostato (dTTP), deoxiadenosina tntosta- 
L to GAT), deoxiguanosina trifosfato (dGTP) y deoxicitidina trifostato. 
ICTP). Los dos fosfatos terminales del rifostato вол escindidos como 
prolostato (PP). Por tanto, se consumen dos enlaces ricos өп energia 
pûr cada nuclactido añadido. 


Cuando la doble hélice se abre al comienzo de la repli- 
cación, primero actúa una enzima que polimeriza RNA, lo 
е da como resultado la síntesis de este RNA iniciador. 
enzima específica que polimeriza RNA, llamada pri- 
participa en la síntesis del iniciador, sintetizando un 
fragmento de RNA. En el extremo creciente de este 
ЈА iniciador, existe un grupo 3-OH al cual la DNA poli- 
rasa añade el primer desoxirribonucleótido. Por tanto, la 
jente elongación de la molécula se produce como 
А y по como RNA. De esta manera, la nueva molécula 
tetizada tiene una estructura como la representada en la 
7.15. El iniciador puede ser eventualmente elimina- 

сото veremos más adelante. 


RNA iniciador 


/__ 7.5 Revisión de conceptos 


Ambas cadenas de la hélice de DNA sirven como moldes para la 
síntesis de dos nuevas cadenas. Cada una de las dos hélices do- 
bles de la progenie contiene una cadena parental y una cadena 
nueva. Las nuevas cadenas son siempre elongadas mediante la 
adición de monómeros al extremo 3” Las DNA polimerasas по 
pueden comenzar nuevas cadenas. Por tanto, las cadenas nuevas 
deben empezar con un iniciador, usualmente КМА, 


4 ¿Aquéextremo de la cadena de DNA de nueva síntesis aña- 
de la polimerasa una base? 


4 ¿Por qué se requiere un iniciador para la replicación del 
By para la гер! 


Е 


Para entender la replicación completa de un DNA de do- 
ble cadena, lo más fácil es escoger un ejemplo real y ver 
cómo se replica. Gran parte de la información sobre los 
mecanismos de replicación se obtuvieron de la bacteria Es- 
cherichia coli, y la explicación que sigue se circunscribe pri- 
mariamente es este organismo. 


Iniciación de la síntesis de DNA 

Como ocurre con la mayoría de los procariotas, el cromo- 
soma de Escherichia coli es una molécula de DNA circular. 
Además, como en otras bacterias, existe un único sitio en el 
cromosoma en el que se inicia la síntesis de DNA, el deno- 
minado origen de replicación. El origen de replicación con- 
siste en una secuencia específica de 300 pares de bases que 
es reconocida por proteínas específicas de la iniciación. En 
el origen de replicación, la doble hélice de DNA se abre y 
la iniciación de la replicación del DNA se produce en las 
dos cadenas. A medida que la replicación procede, el sitio 
de replicación, denominado horquilla de replicación, pa- 
rece moverse a lo largo del DNA. 

La replicación es frecuentemente bidireccional desde el 
origen de replicación como se indica en la Figura 7.16 y, 
por tanto, existen dos horquillas de replicación replicando 
en direcciones opuestas, En el DNA circular, la replicación 
bidireccional conduce a la formación de estructuras са 
terísticas denominadas estructuras theta. La mayoría de 
las grandes moléculas de DNA, procarióticas o eucarióticas, 
tiene replicación bidireccional desde un origen fijo. Cada 
cromosoma eucariótico tiene muchos orígenes, Esto no es 
simplemente porque el DNA es más largo ya que, como 
hemos visto, no siempre éste es el caso (véase Sección 7.4). 
Puede reflejar el hecho de que las DNA polimerasas de eu- 
cariotas no replican tan rápidamente como las enzimas de 
procariotas. La replicación del DNA está cuidadosamente 
regulada, y esta regulación tiene lugar en el orígen. 


Estructura del com 
рео RNA-DNA que se отта al iniciar- 
se la sintesis de DNA. 
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replicación 
DNA recién 

Horquilla de 

replicación 


¿os 


ITA Er si ONA circular la replicación bidreccional desde 
un origen conduce a la formación de intermediarios replicativos que 
recuerdan a la letra griega thata (6). 


Cadena líder y cadena retardada 
Existen cinco DNA polimerasas diferentes en Escherichia 
coli, denominadas DNA polimerasas I a V. La DNA poli- 
merasa Ш es la enzima principal de la replicación en la hor- 
quilla de replicación. Sin embargo, otras enzimas también 
se encuentran implicadas. Los detalles de lo que acontece 
en la horquilla de replicación se ilustran en la Figura 7.17. 
En la horquilla de replicación, la doble hélice de DNA de 
desenrolla formándose una pequeña región de cadena sen- 
cilla, por la acción de proteínas específicas llamadas helica- 
sas. Las helicasas son enzimas dependientes de АТР 
hidrolizan ATP cuando se mueven a lo largo de la hélice 
delante de la horquilla de replicación (Figura 7.18). La re- 
gión de cadena sencilla generada está asociada a una pro- 
teina especial, la proteína que se une a cadena sencilla, que 
estabiliza el DNA de cadena sencilla, impidiendo la for- 
mación de puentes de hidrógeno intracatenarios. 

En la Figura 7.17 se advierte una importante diferencia 
entre la replicación de las dos cadenas, la cual surge del 
hecho de que la replicación del DNA procede siempre en 


СЛЕДЫ Acontecimientos que ocuren өп la horquilla de ropi 
cación del DNA. Nótese la polaridad y la naturaleza antiparalela де las 
cadenas del DNA, 


- 


IMA Una ONA neicasa desenrollando la dobie hélice, Esta 
figura es una adaptación del trabajo de Smita S, Patel y muestra un 
modelo de un conjunto de subunidades de DNA helicasa moviéndose 
Allo largo del DNA. Lo que hace esta figura tan radicalmente diferente 
де los diagramas mostrados өп las Figuras 7.17, 7.19, 7.20 у 7.21 es. 
¡que la posición de la proteína y las moléculas de DNA están aquí di- 
bujadas a escala. Los diagramas simples se utilizan a menudo para 
dar una idea de los procesos moleculares que se producen en la cálu- 
la pero pueden dar la impresión de que la mayoría de las proteínas son 
relativamente pequeñas comparadas con el DNA. Este modelo a escala. 
muestra otra cosa diferente. 
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кил gazên de dos fragmentos өл la cadena retardada (a) 
DNA polimerasa Ill ostá sintetizando DNA өп la dirección 5 ~» 3' 
hacia el iniciador de RNA de un fragmento sintetizado previamente on 
la cadena retardada. (0) А legar a este fragmento, la DNA polimerasa 
reemplaza a la Il. (c) La ОМА polimerasa continúa sintetizando ONA 
ala vez que elimina ol iniciador de АМА del fragmento previo. (d) La ONA 
gasa reemplaza a la DNA polimerasa | cuando ө! iniciador ha sido oll 
minado. (e) La DNA ligasa sella el hueco y liga los dos fragmentos. 


la dirección 5'-fosfato a 3'-hidroxilo (añadiendo siempre 
lun nuevo nucleótido al extremo 3'-OH de la cadena que 
rece). En la cadena que crece desde el 5'-fosfato al 3'-hi- 
droxilo, llamada cadena líder, la síntesis de DNA se pro- 
duce continuamente porque siempre existe un 3'-ОН al que 


Horquila de 
з replicación 


añadir un nuevo nucleótido. Pero en la cadena opuesta, 
llamada cadena retardada, la síntesis de ОМА ocurre di 
continuamente (ya que no existe 3-OH en la horquilla de 
replicación al que se pueda unir un nuevo nucleótido). 
¿Dónde se encuentra el 3'-ОН en esta cadena? En el extre- 
mo opuesto, lejos de la horquilla de replicación, Por tanto, 
еп la cadena retardada debe sintetizarse primero un pe- 
queño (11 bases) iniciador de RNA para suministrar el ex- 
tremo 3'-OH libre. Después de sintetizarse el iniciador, la 
primasa es reemplazada por la enzima DNA polimerasa 
Ш. Entonces, se añaden los desoxirribonucleótidos hasta 
que la DNA polimerasa Ш se encuentra con el DNA sinte- 
tizado previamente, 

En este momento, la DNA polimerasa Ш se detiene. La 
siguiente enzima involucrada, DNA polimerasa 1, tiene más 
de una actividad. Puede sintetizar DNA sin problemas, Sin 
embargo, a medida que adiciona nucleótidos al extremo 3'- 
ОН, posee una actividad exonuclensa 5'-э 3 que elimina el 
RNA con el que se encuentra (Figura 7.19). Cuando el ini- 
ciador se ha eliminado y reemplazado con DNA, la DNA 
polimerasa 1 se libera. El último enlace fosfodiéster ве for- 
та por una enzima llamada ОМА аза. (Esta enzima sella 
cualquier corte que tenga un fosfato 5'-P y un 3'-ОН, y jun- 
to con la DNA polimerasa Г está implicada en la reparación 
del DNA.) 

Cada corto fragmento de DNA sintetizado por la DNA 
polimarasa Ш en la cadena retardada se denomina frag- 
mento de Okazaki y tiene una longitud de unas 1000 bases. 
Cada uno debe iniciarse individualmente, Por el contra- 
rio, la cadena líder se inicia sólo una vez, al comienzo. 
Debido а la bidireccionalidad, existen dos horquillas de 
replicación moviéndose en direcciones opuestas (véase 
Figura 7.16), lo que signífica que ya en el origen se for- 
man dos cadenas líder y dos cadenas retardadas (Figu- 
ra 7.20) 

Mientras continúa la síntesis de DNA en la horquilla de 
replicación, se producen cambios en el enrollamiento del 
DNA, modificados por enzimas desenrollantes y topoiso- 
merasas (véase Sección 7.3). Obviamente, el desenrolla- 
miento es una necesidad de la replicación del DNA, y dado 
que el DNA superenrollado tiene mucha tensión, se desen- 
rolla más fácilmente que si no estuviera superenrollado. 
Así, regulando el grado de superenrollamiento, las topoi- 
somerasas regulan el proceso de replicación (y también la 

ión, como veremos más adelante) 

La Figura 7.17 muestra las diferencias en replicación de 
las cadenas líder y retardada y las enzimas implicadas. De 
esta simplificación, parece deducirse que cada horquilla 


EEE 1s cos norquilas 
de replicación deben comenzar en un 
origen que dirige la replicación bidi- 
reccional. Por tanto, deben iniciarse 
dos cadenas lideres, cada una en una 
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Movimiento del гөрївота, un complejo de proteínas 
y enzimas implicadas en la replicación del DNA bicatenario. Todas las. 
reacciones mostradas en la Figura 7.17 están teniendo lugar, pero el 
bucle en la cadena retardada permite al complejo moverse suavemente. 
hacia delante en la horquilla de replicación. 


de replicación debe consistir de DNA polimerasa movién- 
dose continuamente hacía delante, y una o más polimera- 
sas saltando para polimerizar la cadena retardada. En 
realidad, las dos cadenas están siendo sintetizadas por un 
dímero de DNA polimerasas. Esto es posible por la forma- 
ción de un bucle en la cadena retardada como se muesta en 
la Figura 7.21. El replisoma es un complejo que contiene he- 
licasas, primasa, dos moléculas de DNA polimerasa Ш y 


otras proteínas asociadas. El complejo DNA polimerasa 
está fijo hacia la mitad de la célula bacteriana y actúa como 
una factoria de replicación, tirando del DNA molde hacia él 
a medida que tiene lugar la replicación. Por tanto, es el 
DNA y no la polimerasa lo que se mueve durante la repli- 
cación. 


Fidelidad de la replicación del DNA: 
actividad correctora 
Los errores en la replicación del DNA producen mutacio- 
nes. Las velocidades de mutación en los organismos у 
vos son muy bajas, entre 10* y 10" por par de bases 
insertados, Ésta precisión es posible en parte porque la 
DNA polimerasa tiene dos posibilidades de incorporar la 
base correcta en un sítio determinado. La primera posibi- 
lidad ocurre cuando se insertan las bases complementa- 
rias de acuerdo con la regla de apareamiento de las bases, 
А con Т y G con С, usando la cadena molde como mode- 
lo. La segunda posibilidad ocurre a causa de la segunda 
actividad enzimática, denominada actividad correctora, 
asociada tanto a la DNA polimerasa 1 como a la DNA po- 
limerasa Ш (Figura 7.22). Además de insertar nucleótidos 
en la cadena naciente, estas DNA polimerasas también po- 
seen una actividad exonucleasa 3' = 5' que puede elimi 
nar un nucleótido mal insertado y reemplazarlo por el 
nucleótido correcto. La actividad correctora se activa sí se 
ha insertado una base incorrecta, ya que esto crea un apa- 
reamiento de bases inestable. Esta actividad correctora da 
ala actividad polimerasa una segunda posiblidad para 
sertar el nucleótido correcto (Figura 7.22). (Nótese que la 
actividad exonucleasa correctora es la opuesta a la actividad 
nucleasa 5' = 3' de la DNA polimerasa I utilizada para 
eliminar el iniciador con el que se encuentra la polimera- 
sa, una actividad exclusiva de la DNA polimerasa 1.) 

Las exonucleasas correctoras existen en los sistemas de 
replicación procarióticos, eucarióticos y víricos. Sin em- 
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Incorrecto 
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Actividad conector dea DÑA poirmerasa por medio de la acinidad oranucieasa 3' 275770) Una base introducida arnes" 
mente en el extremo causa la parada momentánea de la polimerasa. Ésta es la señal para que la actividad correctora (b) elimine la base incorrecta, 
después de lo cual se incorpora la base correcta (c) por la actividad polimerasa. 
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bargo, muchos organismos tienen otros mecanismos para 
reducir los errores originados durante la replicación del 
DNA. Discutiremos algunos en el Capítulo 10. 


Terminación de la replicación 
Los detalles del proceso de terminación de la horquilla de 
replicación no se conocen totalmente, pero está claro que 
ambas horquillas de replicación no chocan entre sí como 
dos trenes, Ciertas secuencias de DNA y proteínas еѕресі- 
ficas están implicadas en detener las horquillas de repli- 
cación y permitir la terminación del proceso. Cuando la 
replicación de la molécula circular se completa, las dos mo- 
Jculas circulares quedan enlazadas como los eslabones de 
una cadena, Éstas pueden ser desenganchadas por una to- 
poisomerasa 

Otro problema en el que no entraremos en detalle es la 
partición de las dobles hélices replicadas entre las células hi- 
jas. En el Capítulo 6, resaltamos que la síntesis de la pared 
celular está acoplada a la división celular (wase Sección 6.2). 
Obviamente resulta crítico que, tras la replicación, el DNA 
se reparta de manera que cada célula hija tenga una copia 
del cromosoma. 

El proceso ha sido investigado durante mucho más 
tiempo en eucariotas superiores dado que el aparato celu- 
lar implicado es visible al microscopio óptico. En células 
tucarióticas, el núcleo se divide tras la duplicación del nú- 
mero de cromosomas según un proceso denominado mi- 
tosis, el cual produce dos células hijas, cada una con un 
conjunto completo de cromosomas. Durante la mitosis, los 
cromosomas eucarióticos están más compactados (péas 


b 


GIE Moss veta al microscopio optico Estas son células 
ûe ia punta de raiz de la cebolla que han sido teñidas para revelar el 
Acido писівісо y los cromosomas. (a) Metafase. Los cromosomas están. 
“apartados өп el centro de la célula. (b) Anafase. Los cromosomas se 
Batán separando, 


Sección 7.3) y se visualizan más fácilmente (Figura 7.23). 
Pequeñas proteínas denominadas microtúbulos son impor- 
tantes en el proceso mitótico. Los microtúbulos, junto con 
otras conjuntos de proteínas, se unen a secuencias especí- 
ficas de los cromosomas y funcionan en la formación del 
aparato mitótico, que es la estructura real que mueve los 
cromosomas hacia ambos polos de la célula que se divide 
(véase Figura 7.23). Existe alguna evidencia de que en pro- 
cariotas pueden existir proteínas que se unan a secuencias 
específicas de DNA y ayuden a tirar de los cromosomas ha- 
cía las células hijas. 


/_7.8 Revisión de conceptos 


La síntesis de DNA comienza en una localización única llama- 
da origen de replicación. La doble hélice es desenrollada por la 
helicasa y estabilizada por proteínas que se unen а DNA de ca- 
dena sencilla. La extensión del ОМА se produce continuamen- 
te en la cadena líder y discontinuamente en la cadena retardada, 
La mayoría de los errores en el apareamiento de las bases se 
subsanan mediante funciones de corrección asociadas a la ac- 
ción de la DNA polimerasa, 


4 ¿Por qué existen cadenas líderes y cadenas retardadas? 


4. (Por qué la actividad correctora es tan importante para la cè- 
lula? 


Eã Replicación del DNA: elementos 
lineales 


Las moléculas de DNA circular son comunes; la mayoría 
de los cromosomas procarióticos son circulares, al igual 
que la mayoría de los plásmidos y los de algunos virus, 
Casi todas las etapas de replicación son idénticas con in- 
dependencia de que el cromosoma sea circular o lineal, 
Sin embargo, existe un problema con la replicación de los 
elementos genéticos lineales que no ocurre con los circu- 
lores, y que se encuentra en el extremo 5'de cada cadena 
Para entender el problema nos referiremos a la Figura 
7.15. Imagine que el extremo izquierdo del DNA repre- 
sentado en este diagrama es realmente el extremo de un 
cromosoma lineal. Incluso si el RNA iniciador fuera muy 
corto y existiera una enzima especial que lo eliminara, 
ninguna DNA polimerasa podría reemplazarlo con DNA, 
ya que todas las DNA polimerasas requieren un iniciador. 
Por tanto, si no ocurre algo especial, la molécula de DNA 
será más corta cada vez que se replique. ¡Los elementos 
genéticos lineales han resuelto perfectamente este pro- 
Бета! 

De hecho, existen muchas soluciones al mismo. Algu- 
поз virus que poseen cromosomas lineales se circularizan 
utilizando sus extremos cohesivos, como se indica en la 
Figura 7.7. Otros virus tienen repeticiones directas en am- 
bos extremos de sus cromosomas. Un proceso de recom- 
binación (unión de diferentes moléculas de DNA) usa las 
repeticiones para unir varias moléculas de DNA parcial- 
mente replicadas en una molécula muy larga, de la cual se 
originan copias perfectas tras el corte por una endonuclea- 
за (véase Sección 9.9). Varios tipos de virus y muchos plás- 
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midos lineales resuelven el problema de replicar DNA li- 
neal, utilizando como iniciador una proteína en lugar de 
RNA. Aunque todas las DNA polimerasas deben añadir 
сайа nucleótido a un grupo OH libre, algunas DNA poli- 
merasas pueden añadir la primera base a un grupo ОН 
de las proteínas específicas que se unen a los extremos de 
estos cromosomas lineales (Figura 7.24). Estas proteínas 
están codificadas por el plásmido o el virus, y funcionan 
reconociendo los extremos de los cromosomas. Estos ini- 
adores proteicos no se eliminan, de manera que estos ti- 
pos particulares de plásmidos o virus tienen proteínas 
covalentemente unidas a los extremos 5’ de sus DNAs. 
Éste puede ser también el mecanismo de replicación de 
los cromosomas lineales de Bacteria, tales como el de Strep- 
tomyces lividans. 

Ninguno de estos métodos de replicar DNA lineal se 
usa para completar los extremos de los cromosomas eu- 
carióticos (telómeros). Los telómeros de los cromosomas 
eucarióticos contienen DNA repetitivo: una corta secuen- 
cia (frecuentemente seis pares de bases) repetida entre 20 
y varios cientos de veces (Figura 7.254). Las secuencias 
Че diferentes eucariotas están estrechamente relaciona- 
das y una cadena tiene siempre varias guaninas. Esta se- 
cuencia rica en guaninas puede ser añadida al extremo 3' 
de una molécula de DNA lineal por una interesante en- 
zima denominada telomerasa (véase Figura 7.25), Las te- 
lomerasas elongan los extremos 3' de un DNA lineal. No 
necesitan ОМА molde porque contienen un pequeño RNA mol- 

como cofactor. Estas enzimas pueden actuar repetida- 
mente para extender progresivamente la cadena. Опа vez 
que la extensión es suficientemente larga, la otra cadena 
puede ser iniciada con un RNA de la manera usual. Los 
telómeros no necesitan un número preciso de repeticio- 
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Modelo de la acción de la tolomerasa өп ип extremo 
де un cromosoma sucariótico. (a) Un diagrama de la secuencia dol 
tremo del DNA de un telómero, соп cuatro repeticiones ricas өп guani- 
па. y la enzima telomerasa que contiene un pequeño RNA molde. (+) 
Etapas en la elongación de la cadena rica en guanina catalzada por la 
telomerasa. Cuando la telomerasa termina, la cadena retardada dobe 
ser primada con RNA iniciador por la primasa (no mostrado) seguido por 
la sintesis de la cadena retardada por la ОМА polimerasa у дава. 


nes, sino una longitud suficiente para asegurar que no se 
pierde información genética durante la replicación del 
DNA. 


/__7.7 Revisión de conceptos 


Los extremos de los elementos genéticos lineales representan 
un problema para la maquinaria de replicación que no existe en 
los elementos circulares. Algunos elementos procarióticos linea- 
les resuelven el problema utilizando una proteína como inicia- 
dor. Los eucariotas han resuelto el problema utilizando una 
enzima 1 denominada telomerasa para extender una сач 
Чепа del DNA 


/ иё еъ un iniciador proteico? 
4 ¿Qué es la telomerasa? 
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IV SÍNTESIS Y PROCESAMIENTO 
DEL RNA 


El ácido ribonucleico (RNA) tiene varias funciones im- 
portantes en la expresión de la información genética en la 
célula. Se han reconocido tres tipos importantes de КМА: 
RNA mensajero (mRNA), RNA de transferencia (RNA) 
JENA ribosómico (RNA). Todos ells son producto de 

transcripción de la información genética presente en el 
DNA del organismo. Existen tres diferencias fundamen- 
tales entre la química del RNA y la del DNA: (1) el RNA 
tiene ribosa en lugar de desoxirribosa; (2) el RNA tiene la 
base uracilo en lugar de la base timina; y (3) excepto en 
ciertos virus, el КМА no es de doble cadena. El cambio de 
dlesoxirribosa a ribosa afecta a alguna de las propiedades 
químicas del ¿cido nucleico, y las enzimas que afectan al 
DNA generalmente no tienen efecto en el RNA, y vice- 
versa. El cambio de timina a uracilo no afecta al aparea- 
miento de bases, ya que ambos nucleótidos se aparean 
bien con la adenina. 

Debemos resaltar que el RNA actúa a dos niveles, ge- 
ético y funcional. A nivel genético, el RNA puede trans- 
portar Ía información genética presente en el DNA (mRNA) 
fo en el caso de algunos virus RNA, tiene una función ge- 
nética directamente). A nivel funcional, el RNA actúa como 
ила macromolécula por derecho propio, teniendo una fun- 
sión estructural y funcional en los ribosomas (rRNA) o en 
la transferencia de aminoácidos durante la síntesis de pro- 
Ieínas (RNA) Algunos RNAs tienen, incluso, propiedades 
atalíticas (enzimáticas). En esta sección veremos cómo se 
sintetiza el RNA. 


Generalidades sobre 
la transcripción 


La transcripción de la información genética de DNA a 
ЖМА se lleva а cabo por la acción de la enzima RNA po- 
limerasa, que cataliza la formación de enlaces fosfodiés- 
ier entre ribonueleótidos. La RNA polimerasa requiere un 
тейде de DNA. Los precursores del RNA son los ribonu- 
eleósido trifostato АТР, GTP, UTP y CTP. La química de la 
Sintesis de RNA es similar a la de la síntesis de DNA (vé 
"se Figura 7.14). Durante la elongación de la cadena de 
RNA, se añaden ribonucleótidos al 3-OH de la ribosa del 
nucleótido precedente, que se polímerizan mediante la Ii 


Iberación de dos enlaces de alta energía. Así, en la sintesis 
de RNA (como en la sintesis de DNA), la dirección de la 


adena naciente es del extremo 5' al 3”, y la cadena molde 
santiparalela. A diferencia de la DNA polimerasa, la RNA 
polimerasa puede comenzar las cadenas (el nucleótido inicial 
Че la cadena de RNA retiene los tres fosfatos). La prime- 

base en el RNA es siempre una purina, ya sea adenina 
о guanina. 

Еп la mayoría de los casos, el DNA molde utilizado 
[por la RNA polimerasa es un DNA bicatenario, pero para 
un gen determinado sólo se transcribe una de las cade- 

$. Mientras estos principios son válidos para las RNA 


Polimerasas de todos los organismos, las RNA polimera- 
sas de Bacteria, Archaea y Eukarya difieren claramente en- 
tre si. Bacteria у Archaea poseen una única RNA 
polimerasa, mientras que los núcleos de eucariotas pose- 
еп tres enzimas: RNA polimerasa 1, RNA polimerasa Пу 
RNA polimerasa Ш. Todas son enzimas multiméricas y 
todas contienen algunas subunidades evolutivamente 
conservadas (véase Figura 11.16). La siguiente descripción 
versará exclusivamente sobre la RNA polimerasa de Вас- 
teria, que tiene la estructura más simple (y es la más co- 
nocida). 

Todas las RNA polimerasas de Bacteria que se han estu- 
адо son enzimas complejas que poseen diferentes subuni- 
dades claramente relacionadas, La enzima de Escherichia coli 
tiene cuatro tipos de subunidades, designadas B, В', а y т 
(sigma), estando а presente en dos copias. Las subunidades 
interaccionan para formar una enzima activa, llamada holo- 
enzima, aunque el factor sigma no está tan fuertemente uni- 
do como el resto y se disocia fácilmente, originando lo que 
se conoce como el miicleo (core) de la enzima (а;8В'). (Curio- 
samente, son las subunidades del núcleo las que están con- 
servadas en Archaea y Eukarya.) El núcleo puede, por sí solo, 
catalizar la formación de RNA, y la función de sigma consiste 
enel reconocimiento del sitio apropiado en el DNA para la ini- 
ciación de la síntesis de RNA. El proceso de síntesis de RNA 
que implica a la RNA polimerasa y a sigma se ilustra en la Fi- 
gura726, 

La RNA polimerasa es una enzima enorme y contacta si- 
'multáneamente con muchas bases del DNA. Como se ha 
indicado (véase Sección 7.2), las proteínas pueden interac- 
cionar específicamente соп el ОМА debido a que ciertas re- 
giones de los pares de bases se exponen en el surco 
principal. Para comenzar la síntesis de una cadena de RNA 
correctamente, la RNA polimerasa debe reconocer primero 
la región del DNA apropiada. Estos sitios particulares del 
DNA a los que se une la RNA polimerasa se denominan 
promotores. Nótese que sólo una de las dos cadenas del 
DNA se transcribe cada vez. La cadena que debe transcri- 
birse está determinada por la orientación de la secuencia 
del promotor. La RNA polimerasa sintetiza RNA a medida 
que se mueve alejándose del promotor. 

Una vez que se une la RNA polimerasa, puede comen- 
zar el proceso de transcripción. En este proceso, la doble 
hélice del DNA es abierta por la RNA polimerasa (Figura 
7.26). A medida que la polimerasa se mueve, produce el 
desenrollamiento de segmentos cortos, los cuales se trans- 
criben y posteriormente se cierran de nuevo, Como resul- 
tado de este desenrollamiento transitorio, las bases de la 
cadena molde quedan expuestas y se copian al RNA com- 
plementario. Asi, el promotor orienta a la RNA polimerasa 
еп una u otra dirección. Cuando una región del DNA posee 
dos promotores orientados en direcciones apuestas, la 
transcripción desde uno de esos promotores se produce en 
una dirección (en una de las cadenas) y la transcripción 
desde el otro se produce en la dirección opuesta (en la otra 
cadena) (oénse Figura 15.4). 

Una vez que se sintetiza шпа pequeña porción de RNA, 
el factor sigma se disocia; la mayor parte de la elongación 
se lleva a cabo exclusivamente por el núcleo de la enzima 
(Figura 726). Análogamente, el factor sigma está implica- 
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do exclusivamente en la iniciación del complejo DNA-RNA 
polimerasa. A medida que el RNA sintetizado se disocia 
del DNA, el DNA abierto se cierra y regresa a la doble hé- 
lice original. La transcripción se detiene en regiones espe- 
cíficas denominadas terminadores de la transcripción. 

Por tanto, a diferencia de la replicación, que implica co- 
piar un genoma entero, la transcripción se circunscribe a 
unidades mucho más pequeñas del DNA, frecuentemente 
а un único gen. Esto hace que la célula transcriba diferen- 
tes genes a frecuencias muy diferentes. Como veremos en 
el Capítulo 8, la regulación de la transcripción de genes es- 
pecíficos puede constituir un mecanismo muy eficaz para 
controlar la expresión génica. 


Em g j 


| F'oura 7.26 rr 
Sintesis de un RNA mensajero. Los sitios de ini- 
ciación y terminación son secuencias de nucie- 
Ótidos especificas del DNA. La RNA polimerasa, 
зе mueve sobre el DNA alejándose del promotor, 
causando una separación transitoria де la doble 
hélice y la transcripción de una de las cadenas. 
Cuando se alcanza el sitio de terminación, ве do- 
tone el crecimiento де la cadena, y el mRNA y la 
pollmersa se liberan. (>) Micrografía electrónica 
де proceso de transcripción de un gen determi- 
nado del cromosoma de Escherichia со. La re- 
gión de transcripción activa representa unos 2 
Корагев de bases en el DNA, La transcripción 
ene lugar de izquierda a derecha. 


/__7.8 Revisión de conceptos 


Los tres tipos principales de RNA son el RNA mensajero (mRNA), 
RNA de transferencia (tRNA) y RNA ribosómico (rRNA). La 
transcripción de RNA а partir de DNA necesita la enzima RNA 
polimerasa, la cual añade bases а los extremos 3' de las cadenas 
nacientes. А diferencia de la DNA polimerasa, la RNA polime- 
rasa puede comenzar una cadena. La RNA polimerasa recono- 
се un sitio específico de inicio en la molécula de DNA llamada 
promotor. La síntesis de RNA finaliza en un terminador de la 
transcripción. 

Y ¿Qué es un promotor? 

7 ¿Qué es un terminador de la trancripción? 
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EN tes 


Сото hemos mencionado, el promotor tiene una función 
clave en la iniciación de la síntesis de RNA. Los promoto- 
тез son secuencias específicas de DNA a las que se unen las 
RNA polimerasas. Se han determinado las secuencias de 
un gran número de promotores de diversos organismos. 
La Figura 7.27 muestra la secuencia de unos cuantos pro- 
motores de Escherichia coli. El factor sigma es la parte de la 
RNA polimerasa implicada en el reconocimiento de estos 
promotores. 

Un organismo determinado puede tener varios facto- 
res sigma diferentes; E. coli codifica 7, Bacillus subtilis co- 
difica 17, Estos factores sigma alternativos permiten a la 
RNA polimerasa reconocer diferentes tipos (secuencias) 
Че promotores. Incluso así, en una determinada bacteria la 
mayoría de los genes requieren una especie única de fac- 
tor sigma. 

Todas las secuencias de la Figura 7.27 son reconocidas 
por el mismo factor sigma, el factor sigma mayoritario de 
E coli. Si se examinan las secuencias, se observará que no 
son idénticas. Sin embargo, dentro de la región promotora 
hay dos secuencias altamente conservadas en todos los pro- 
motores, que son las reconocidas por sigma. Ambas se- 
cuencias preceden (están antes) al sitio de comienzo de la 
transcripción. Una es una región de 10 bases antes del co- 
lenzo de la transcripción, la región -10 (llamada coja Prib- 
тоо). Nótese que aunque cada promotor es ligeramente 
diferente, muchas bases no cambian. Cuando se comparan 


las regiones -10 de todos los promotores reconocidos por 
este sigma, para determinar la base que se encuentra con 
más frecuencia en cada posición, se obtiene la secuencia 
consenso TATAAT. En nuestro ejemplo, cada promotor tie- 
пе de tres a cinco coincidencias con esta secuencia consen- 
зо. La segunda región de secuencia conservada está a 35 
bases del comienzo de la transcripción, La secuencia con- 
зепзо para esta región es TIGACA. De nuevo, la mayoría 
Че las secuencias no coinciden exactamente con la secuen- 
cia consenso. 

E. сой tiene 7 factores sigma diferentes y cada factor 
sigma reconoce una secuencia consenso diferente. Por 
tanto, estos factores sigma dirigirán la RNA polimerasa a 
promotores con secuencias diferentes de las mostradas 
en la Figura 7.27. En su mayoría, estos promotores esta- 
rán asociados con diferentes genes (aunque algunos ge- 
nes tienen más de un promotor). Nótese que en la 
7.27 se representa la secuencia de una sola cadena. Los 
genéticos han acordado que la cadena mostrada sea la 
que posee su extremo 5' antes del comienzo de la trans- 
cripción (por tanto, no es la cadena utilizada como mol- 
de por la RNA polimerasa). Sólo se muestra la secuencia 
de una cadena simplemente para ahorrar el espacio que 
ocuparia la otra. No obstante, es esencial recordar que los 
promotores son bicatenarios; esto es, la RNA polimerasa 
reconoce y se une a DNA de doble cadena. No obstante, 
sólo una de las cadenas servirá como molde durante la 
transcripción. 

Otros factores sigma de otros organismos son algunas 
veces más específicos; se deja poco margen de variación a 
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las bases criticas que son reconocidas. En E. coli, los pro- 
motores que se parecen más a la secuencia consenso son 
generalmente más efectivos uniendo la RNA polimerasa. 
Los promotores más efectivos se denominan promotores 
fuertes y tienen un considerable valor en ingeniería genéti- 
са, como veremos en el Capítulo 31 

Recuérdese que los núcleos de los eucariotas contienen 
tres RNA polimerasas diferentes. Cada una de estas enzi- 
mas reconoce un promotor que está asociado con un tipo 
particular de реп, La RNA polimerasa I sintetiza la mayo- 
ría de los tipos de rRNA; la RNA polimerasa I1 sintetiza todo 
el mRNA, y la RNA polimerasa Ш sintetiza (RNA (y un 
tipo de rRNA). La razón de esta especificidad es que cada 
tipo de RNA polimerasa sólo reconoce los promotores aso- 
ciados con cada clase de gen particular. Al igual que ocu- 
rre en Bacteria, la mayoría de los genes de eucariotas codifi- 
сап proteínas y, por tanto, son transcritos por la RNA po- 
limerasa I]. Las RNA polimerasas de eucariotas también 
requieren factores especiales accesorios para reconocer pro- 
motores específicos pero, a diferencia de Bacteria, los fac- 
tores de iniciación eucarióticos (y los de Archaea) reconocen 
los elementos del promotor independientemente, no como 
parte de una holoenzima de polimerasa. Aunque las Ar- 
chava tienen, como las Bacteria, una sola RNA polimerasa, 


ésta está íntimamente relacionada con las enzimas euca- 
rióticas, 


rit, los promotores son reconocidos por la subunidad 
sigma de la RNA polimerasa. Los promotores reconocidos por 
un factor sigma determinado tienen secuencias muy similares 
En Eukarya, las principales clases de RNA se transcriben por di 
ferentes RNA polimerasas. 


Y ¿Qué es una secuencia consenso? 
/ ¿Qué tipo de RNA polimerasa transcribe los genes que o- 
difican proteínas en un eucariota? 


Las repeticiones invertidas өп el 
ОМА transcrito conducen a la formación de estructu- 
ras en forma de bucle con tallo өп el RNA, que pue- 
деп causar la terminación de la transcripción. 


EZ terminacores de la transcripción 


Tan importante como el inicio de la transcripción es su ter- 
minación. La terminación de la síntesis de RNA tiene lugar 
еп secuencias de bases específicas en el DNA. En Bacteria 
una secuencia de terminación habitual es una secuencia 
que contiene una repetición invertida con un segmento 
central no repetido (véanse Sección 7.2 y Figura 7.6). Cuan- 
do se transcribe una secuencia de ОМА como ésta, el RNA 
forma un bucle en forma de horquilla por apareamiento 
intracatenario de bases (Figura 7.28). Cuando tales es- 
tructuras de bucles con forma de horquilla en el RNA van 
seguidos por varias uridinas, se convierten en termina- 
dores eficaces de la transcripción. Otros sitios de termi- 
nación son regiones donde una secuencia rica en GC 
es seguida por otra región rica en АТ. Tales tipos de se- 
cuencias producen la terminación віп necesidad de facto- 
res extra adicionales, y se denominan a veces terminadores 
intrínsecos. 

Se han descubierto otros tipos de secuencias termina- 
Чогав que requieren factores proteicos específicos, además 
de КМА polimerasa, para su funcionamiento, En Escheri- 
chia coli un tipo de terminador de la transcripción requiere 
una proteína denominada Rho. Rho no se une a la RNA po- 
limerasa пі al DNA, pero se une fuertemente al RNA y acer- 
la cadena de RNA al complejo DNA-RNA polimerasa, 
Una vez que la RNA polimerasa se ha detenido en un sitio 
de terminación dependiente de Rho, Rho hace que tanto el RNA 
como la RNA polimerasa abandonen el ОМА, terminando 
así la transcripción. Otras proteínas implicadas en la ter- 
minación de la transcripción son, al igual que Rho, protei- 
паз que se unen al RNA. En todos los casos, las secuencias 
implicadas en la terminación operan a nivel de RNA. Sin 
embargo, debemos recordar que el RNA se transcribe del 
DNA y, por tanto, la terminación de la transcripción está 
determinada en último término por secuencias específicas de 
nucleótidos en el ОМА. 
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La terminación de la transcripción no se ha estudiado. 
bien en Archaea y Eukarya. En los genes transcritos por la 
RNA polimerasa П eucariótica, parece existir una conexión 
entre la terminación de la transcripción y un suceso de pro- 
cesamiento que tiene lugar en el extremo 3' del RNA (vés- 
se Sección 7.12). 

Se sabe menos sobre las señales de terminación de la 
transcripción en Archaea, pero en algunos genes parece cla- 
то que están implicadas las repeticiones invertidas seguidas 
por una secuencia rica en AT, secuencias similares а las en- 
contradas en muchos terminadores de transcripción bacte- 
rianos. Sin embargo, tales secuencias no se encuentran en 
otros genes de arqueas, Otro tipo posible de terminador de 
la transcripción no contiene repeticiones invertidas, sino 
que es la secuencia de nucleótidos la que contiene frag- 
mentos repetidos, cada uno compuesto de un poliT. 


/_ 7.10 Revisión de conceptos 


La RNA polimerasa detiene la transcripción en lugares especi- 
ficos denominados terminadores de la transcripción. Aunque 
todificados por el DNA, estas señales funcionan a nivel del 
RNA. Algunos sor terminadores intrínsecos y no requieren pro- 
teinas accesorias, aparte de la polimerasa. En Bacteria, estas se- 
cuencias usan frecuentemente bucles con forma de horquilla 
seguidos de un polí 


/ Qué es un terminador intrínseco? 
# ¿Qué es una estructura en bucles con forma de horquilla? 


| 7.11 E unidad de transcripción 


Los cromosomas están organizados en unidades delimita 
Чә» por las regiones en las que se inicía y se termina la 
transcripción de DNA en RNA: unidades de transcripción. 
Podría asumirse que cada unidad de transcripción es un 
nico gen, aunque no siempre ocurre así. Algunas unida- 


des de transcripción contienen dos o más genes. Estos ge- 
nes se cotranscriben, originando una única molécula de 
RNA. 

Сото se vio en la Sección 7.1, la mayoría de los genes 
codifican proteínas, pero otros codifican RNAs que no son 
traducidos, tales como RNA ribosómico (rRNA) y RNA 
de transferencia (tRNA). Existen varios tipos de rRNA en 
un organismo (teniendo cada ribosoma una copia de cada 
tipo; véase Sección 7.15). Los procariotas tienen tres tipos: 
rRNA 165, rRNA 235 y rRNA 55. Como se muestra en la 
Figura 7.29, existen agrupaciones de genes que contienen 
un gen para cada uno de estos RNAs, y los genes del gru- 
ро se cotranscriben. Una situación similar ocurre en eu- 
cariotas (aunque uno de los tipos de rRNA eucarióticos 
пое encuentra en tales agrupaciones). Por tanto, en todos 
los organismos, la unidad de transcripción de la mayoría 
de los rRNA contiene más de un gen. En procariotas, los 
genes tRNA son cotranscritos frecuentemente con otros 
genes КМА, e incluso, como se indica en la Figura 7.29, 
con genes rRNA. Todos estos transcritos deben ser proce- 
sados para originar los rRNA y IRNA maduros (véase Sec- 
ción 7.12). 

Recuérdese que los genes que codifican proteínas lo ha- 
сеп a través de un intermediario llamado RNA mensajero 
(mRNA). En procariotas y en eucariotas, la mayoría del 
mRNA es inestable y se degrada por nucleasas celulares, 
Esto contrasta con el rRNA y el tRNA, que son a veces co- 
nocidos como RNA estable. En procariotas, una única mo- 
lécula de mRNA frecuentemente codifica más de una 
proteína (wase Figura 7.2). En los elementos genéticos pro- 
carióticos, los genes que codifican enzimas relacionadas es- 
tán frecuentemente agrupados (обл Figura 10.48). En estas 
situaciones, la RNA polimerasa procede a lo largo de la 
dena y transcribe una serie de genes en una única y larga 
molécula de mRNA. Un mRNA que codifica tal grupo de 
genes que se cotranscriben se denomina mRNA polici 
trónico (тузе Sección 10.10), Posteriormente, cuando este 


Transcripción de una 
unidad de RNA ribosómico (RNA) en 
Bacteria. Este tipo de unidad trans- 
cripcional se lama «operón rRNA», En 
a Bacteria, todos estos oparones con- 

tienen los genes de los (БМА, en el 
orden 165 rRNA, 235 rRNA, y 55 
“ЯМА (que se muestran aproximada: 
mente а escala), Nótese que, en oste 
орегбп particulas, el espaciador entre 
los genes 165 y 235 rRNA contienen 
un gen tRNA. En otros operones, esta 
región puede contener más de un gen 
IANA y a menudo el gen 5S rRNA va 
seguido de uno о más genes tRNA 
que también se cotranscriben. Esche- 
chia сой contiene 7 de tales opero- 
nes. En eucariotas, los genes de RNAS 
по ribosómicos по se encuentras en 
tales Unidades. 
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RNA policistrónico participa en la síntesis de proteínas (oč 
азе Sección 7.15), pueden sintetizarse a la vez varios poli- 
péptidos codificados por un único RNA. 

Describiremos la regulación de la síntesis de mRNA en 
el Capítulo 8, pero introduciremos aquí el concepto de ope- 
rón. Un operón es una unidad de expresión génica com- 
pleta, que a menudo implica genes que codifican varios 
polipéptidos en un mRNA policistrónico o genes que codi- 
fican рага rRNA. En algunos casos, la transcripción del 
mRNA del operón está bajo el control de una región espe- 
cífica del DNA adyacente a la región codíficante del primer 
gen del operón, el operador, Como veremos en el Capítu- 
1o 8, el operador funciona a través de la unión de ciertas 
proteinas reguladoras, 

En general, los mRNA policistrónicos no existen en eu- 
cariotas. Sin embargo, esto se debe a diferencias en la tra- 
ducción, по en la transcripción. Veremos estas diferencias 
más adelante en este capítulo después de revisar las etapas 
adicionales requeridas para convertir el transcrito de un 
sen eucariótico que codifica una proteína en un mRNA fune 
cional 


Y 7.11 Revisión de conceptos 

Las unidades de transcripción contienen frecuentemente más 
de un gen. En procariotas puede tener lugar la transcripción de 
varios genes en una única molécula de mRNA, de manera que 
el MRNA puede contener información para más de un polí 
péptido, Tales genes, que son transcritos juntos a partir de un 
Único promotor, constituyen un operón. Los genes que codifican 
ТАМА son cotranseritos tanto en procariotas como en eucariotas. 
/ Quë es un RNA mensajero? 

2 ¿Quées un MRNA policistrónico? 


Procesamiento del RNA 
ribozimas 


Сото hemos comentado (véase Sección 7.8), la transcrip- 
ción puede producir varios tipos de RNA: RNA mensaje- 
то, RNA de transferencia, у RNA ríbosómico. Recuérdese 
que cada uno de estos tipos de RNA tiene una importante 
función en la célula, Sin embargo, para ser funcionales, 
muchos de estos RNAs deben ser primero procesados a 
una forma madura después de transcribirse. En realidad, 
el único RNA funcional que es el producto directo de la 
transcripción es el mRNA de procariotas. El resto de los 
RNAs requiere algún tipo de procesamiento. El procesa- 
miento del RNA es la conversión de un RNA precursor a un 
RNA maduro. Existen tipos muy diferentes de procesa- 
miento, 

En procariotas y eucariotas, los RNAs y RNAs son sin- 
tetizados como largas moléculas precursoras que son lue- 
go cortadas para originar el RNA maduro final (nénse Figura 
7.29), Además, muchas de las bases en el КМА son modi- 
сайа» después de la transcripción. 

En eucariotas, y mucho menos frecuentemente en pro- 
cariotas, el mRNA es el resultado del procesamiento de 
un pre-mRNA. Como vimos en la Sección 7.4, los genes 
de eucariotas están a menudo interrumpidos por secuen- 


cias no codificadoras, intrones, que separan las regiones 
codificadoras, exones. El transcrito primario de un gen es- 
cindido debe ser procesado para separar las regiones по 
codificadoras antes de que se inicie el proceso de traduc- 
ción. En procariotas y en algún bacteriófago, sólo se han 
descubierto unos pocos genes con intrones, La etapa del 
procesamiento, por la cual se eliminan los intrones se de- 
nomina procesamiento o proceso de corte y empalme 
(splicing). 

Aunque los intrones se han encontrado en diferentes ti- 
pos de genes en procariotas y eucariotas, la maquinaria de 
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IET посол de un miron del transcrio de un gan eu- 
сапббсо que codifica proteína. (a) El pre-mRNA con un único Intrón, 
La secuencia GU está conservada en el sitio de corte 5”, y la AG en êl 
sito 3'. Existe también una А interna que sirve de punto de гатїїса- 
ción. (b) Varias partículas de pequeñas ribonucieoproteinas (mostra- 
das en marrón) se ensamblan sobre el RNA para formar la «particula 
procesadora» (spliceosome). Cada una de estas partículas contiene di- 
terentes pequeñas moléculas de RNA que están implicadas en el me~ 
canismo de procesamiento. (с) El sitio de corte 5' se ha cortado con 
la formación simultánea de un punto de ramificación. (d) El sitio dê 
corte 3' ha sido cortado, a la vez que se unen los dos exones, Nóte» 
зе que en total se han roto dos enlaces fostodiéster pero se han for- 
¡mado otros dos. (8) Los productos finales son exones unidos, el MANA, 
y elintrón eliminado, 


7.12 = PROCE 


corte у empalme que elimina los intrones del pre-mRNA 
eucariótico es única. El proceso implica un complejo de va- 
rias ribonucleoproteínas (estando cada complejo formado 
por un RNA pequeño y proteínas) llamado partícula pro- 
cesadora (spliceosome). Esta partícula tiene una estructura 
altamente compleja capaz de eliminar intrones y unir los 
exones adyacentes para formar un mRNA maduro. La Fi- 
га 7.30 esquematiza la reacción de dos etapas mediante 
la cual se elimina un intrón presente en el pre-mRNA de 
eucariotas como una estructura en bucle. Estos intrones eli- 
minados son degradados por la célula. En eucariotas su- 
periores es frecuente encontrar varios intrones en un único 
gen y es importante no sólo que sean eliminados sino que 
sean eliminados en el orden correcto. Algunos intrones (en 
especial los encontrados en los genes tRNA y en genes de 
las mitocondrias o cloroplastos) son eliminados por un pro- 
ceso diferente que requiere varias proteínas. Varios intrones, 
Incluyendo todos los que se encuentran еп Bacteria y bac- 
teriófagos, se «aulocortan y autoempalman» (ribozimas; vés- 
se subsección siguiente). 

En el procesamiento de los mRNA eucarióticos se pro- 
ducen otras dos etapas únicas. Ambas etapas tienen lugar 
en el núcleo, antes de que el mRNA maduro sea transpor- 
lado al citoplasma. La primera etapa se denomina capping 
(literalmente «poner un capuchón») y en realidad ocurre 
antes de que se complete la transcripción. Consiste en la 
'dición de una guanina metilada al fosfato del extremo 5, 
En ocasiones, otros nucleótidos del extremo 5' del mRNA 
eucariûtico son también modificados. 

La última etapa del procesamiento consiste en el cor- 
RNA y la adición de una cola 


фе del extremo 3' del pre 
de poliA, Esta etapa se denomina poliadenilación y como 


se ha visto (véase Sección 7,10) puede producirse en con- 
'junción con la terminación. Las tres etapas que conducen 
ala formación del mRNA eucariótico se muestran en la Fi- 
gura 7.31. 

Vemos pues que la síntesis de mRNA maduro y funcio- 
“nal es un proceso complejo y dinámico que implica mucho 
mis que la simple transcripción de un molde de ОМА. 


Ribozimas 
Enel Capítulo 3, resaltamos el papel de las proteínas como 
talizadores biológicos. Muchos procesos importantes 
mplian ribonucleoproleinas, unos complejos que constan 
de RNA y proteína. En alguna ocasión se asumió que la fun- 
del RNA en estos complejos era estructural (un lugar 
“al que se unían las proteínas) o de apareamiento con otros 
cidos nucleicos, Como hemos visto, existe una corta mo- 
la de RNA en la enzima telomerasa que funciona como 
Ide. Sin embargo, se ha demostrado que ciertos tipos 
RNA pueden funcionar también como enzimas. Los 
А catalíticos, denominados ribozimas, están implica- 
еп una serie de importantes reacciones celulares. Los 
JA actúan, al igual que las proteínas, mediante un «sitio 
ivo» que se une al sustrato y cataliza la formación de 
producto (véase Sección 5.5). Se han descubierto ribozi 
еп procariotas y eucariotas, así como en orgánulos, y 
han sido sintetizadas en el laboratorio. Los estudios 
ап que algunas moléculas cortas de RNA сот tan sólo 
bases pueden funcionar como ribozimas. 
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Visión general del procesamiento de un pre-mRNA en 
un mRNA maduro en eucariotas. Las etapas del procesamiento inclu- 
yen la adición del cap al extremo 5', la eliminación de intrones y ві 
corte del extremo 3' del transcrito a la vez que se añado la cola de 
роё-А. Todas estas etapas tienen lugar en el núcloa. También se indi- 
са la localización de los codones de inicio y de parada que se usarán 
durante la transcripción. 


La mayoría de las ribozimas son intrones que se au- 
toprocesan (sutocortan y autoensamblan). Son enzimas 
procesadoras de RNA que se liberan de una molécula de 
RNA a la vez que enlazan los exones adyacentes. En un 
caso de procesamiento bien estudiado en un RNA ribo- 
sómico en Tetrahymena (un eucariota), un intron de 413 
nucleótidos actúa como ribozima y se autocorta de una 
molécula precursora mayor de rRNA, uniendo à la vez 
los dos exones adyacentes para formar el TRNA final (Fi- 
gura 7.32). La ríbozima intrónica actúa como una endo- 
rribonucleasa específica de secuencia y, una vez separado 
del RNA precursor, se círculariza con la eliminación con- 
comitante de un corto oligonucleótido (Figura 7,32). El 
autoprocesamiento de intrones está ampliamente exten- 
dido en la naturaleza y son los únicos tipos conocidos en 
Bacteria y en bacteriófagos. La prueba definitiva de que 
estas transformaciones ribozímicas ocurren en ausencia 
de proteínas específicas procede de experimentos en los 
cuales el gen completo que codifica el rRNA precursor de 
Tetrahymena se ha transferido a Escherichia colí, donde el 
fragmento puede ser transcrito. El segmento transcrito 
realiza la reacción de procesamiento completo en ausen- 
cia de las proteínas de Tetrahymena. No obstante, se sabe 
que algunas proteínas pueden tener alguna función en la 
reacción en ciertos tipos de autoprocesamiento de intro- 
nes en la célula. 

El autoprocesamiento de intrones difiere del de la 
mayoría de las enzimas proteicas esencialmente en que 
los primeros pueden catalizar la reacción una sola vez. 
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ШИШЕ] Avoprocesamiento del intron ribozimal del protozoo 
Tetrahymena, La considerable estructura secundaria existente en estas. 
moléculas es crítica para la reacción de corta y empalme. (a) Un pre- 
cursor de АМА ribosómico contiene un intrón de 413 nucleótidos. (Б) 
Tras la adición del nucleósido guanosina, el intrón se autoprocesa y 
une los dos ехопев, (с) El intrón se corta y se elimina. (d) El егп se 
irculariza a la vez que pierde un fragmento de 15 nucleótidos. 


Sin embargo existe otra ribozima, la RNasa Р, que puede 
actuar repetidamente en muchas moléculas de sustratos 
diferentes debido a que no se autodigiere durante la re- 
acción. La RNasa Р es una ribonucleoproteína, pero el 
RNA pequeño (377 nucleótidos en E. coli) es el compo- 
nente catalítico y no la proteína. Como en el caso de las 
proteínas con actividad enzimática, todas las ribozimas 
deben plegarse en una estructura apropiada para ser ac- 
tivas. En algunos casos, esta estructura puede ser sumi- 


nistrada por la misma estructura secundaria del RNA. 
En otros, como la RNasa Р, las proteínas inactivas pue- 
den ayudar al RNA a adoptar la conformación activa. La 
Rasa Р funciona en la célula para modificar los trans- 
critos primarios de los RNAs de transferencia (véase Sec- 
ción 7.14). 

El descubrimiento de las ribozimas ha promovido una 
evaluación de otros procesos celulares en los que intervie- 
ne el RNA. Por ejemplo, parece claro que el RNA ribosó- 
mico tiene una función en la síntesis de proteínas, inclusa 
catalizando la formación de los enlaces peptídicos que unen 
los aminoácidos en una proteína (véase Sección 7,15); pero, 
sin duda, la mayoría de las enzimas son proteína. ¿Por qué 
existen las ribozimas? Se ha propuesto que son vestigios 
residuales de una forma de vida más simple, «la vida del 
RNA», que pudiera haber precedido a la era en que las pro 
teínas se convirtieron en los principales catalizadores de la 
célula. Comentaremos este concepto con más detalle en el 
Capítulo П. 


/__ 7.12 Revisión de conceptos 


Las moléculas de RNA son a menudo modificadas después de 
la transcripción, una operación denominada procesamiento del 
RNA. Todos los tRNAs y rRNAs son el resultado del procesa- 
miento de un gran precursor. El procesamiento de los pre- 
mRNAs es único y puede implicar tres etapas diferentes: corte 
y empalme (splicing), capping y adición de poli-A, Los intrones 
encontrados en otros transcritos se autoprocesan, y el propio 
RNA cataliza la reacción. Las moléculas de RNA con actividad 
catalítica se Патап ribozimas y juegan un papel importante en 
la célula, 

Z iEn qué consiste el «corte y empalme»? 

Y ¿Quées una ribozima? 


V SÍNTESIS DE PROTEÍNAS 


Las dos primeras etapas de la transmisión de la informa- 
ción biológica, replicación y transcripción, implican la sín- 
tesis de ácidos nucleicos utilizando ácidos nucleicos como 
moldes. La última etapa, la traducción, utiliza un ácido 
nucleico como molde pero en este caso el producto final 
ез una proteína. Las proteínas están hechas de aminoáci- 
dos y no de bases, de manera que se puede considerar 
que la transferencia de la información en la traducción es 
considerablemente más complicada que el apareamiento 
de bases. En las secciones siguientes trataremos de la tra- 
ducción. 


| 7.13 | El código genético 


Antes de considerar el mecanismo de la traducción, anali- 
zaremos la correspondencia entre el ácido nucleico molde 
y su producto proteico: el código genético. 

Сото mencionamos en la Sección 7.1, un triplete de tres 
bases llamado codón codifica un aminoácido específico. 
Convencionalmente se presenta el código genético como 
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Шыла 


Ácido aspartic 
Ácido aspártico 
Acido glut 
Acido glut 


os recuadros Че codones están coloreados 
ra SID) Ei muela de la rquienda est en 
AUG codifica N-formilmetonuna al comienzas 


mRNA y no como DNA, debido a que el proceso de tra- 
ducción se produce en el RNA. Los 64 codones posibles de 
MRNA se muestran en la Tabla 7.3. Nótese que además de 
los codones que codifican los diversos aminoácidos, hay 
codones especiales para iniciar (AUG) y para finalizar 
(ОАА, UAG, UGA) la traducción 

Quizá la característica más interesante del código ge- 
nético es que la mayoría de los aminoácidos están codifi- 
ados por varios trípletes relacionados pero diferentes. 
Esto significa que en la mayoría de los casos no existe una 
«correspondencia univoca entre el aminoácido y el codón 
conocer el aminoácido no а conocer automáti- 
camente el codón correspondiente". La propiedad de 
un código en el que no existe relación biunivoca entre la 
palabra y el código se denomina degeneración. 

Сото veremos (Sección 7.15), en la célula un codón es 
leido por apareamiento de bases con una secuencia de tres 
bases presente en un tRNA denominada anticodón. Si el 

reamiento implicado fuera el estándar, А con U y С con 

, se esperaria que hubiera al menos un tRNA específico 
para cada codón y, por tanto, algunos aminoácidos deben 
fener varios tRNAs. Por ejemplo, en Escherichia coli hay 6 
АКМА diferentes que llevan el aminoácido leucina, Sin em- 
bargo, también es cierto que algunos tRNAs pueden leer 
más de un codón. Por ejemplo, existe un solo RNA en E 
оці que lleva el aminoácido lisina y puede leer ААА о ААС 
(ойе Tabla 7.3). Esto es posible porque en algunos casos 
las moléculas de tRNA forman apareamientos estándar en 
as dos primeras bases del codon, permitiendo aparea- 


no polar (ine ig 


mientos inusuales en la tercera posición, Este aparente fe- 
'nómeno erróneo, llamado flexibilidad (wobble) se ilustra 
еп la Figura 7.33. El apareamiento entre G y U se permite 
en la tercera posición. 


Codones de comienzo y de parada 
Como se vio en la Tabla 7.3, unos pocos codones по se co- 
responden con un aminoácido, Estos tripletes (UAA, UAG, 
ОСА) son los codones sin sentido o de parada, y señalan 
la terminación de la traducción del gen que codifica la pro- 
teina específica (véase Sección 7.15). 

¿Cuál es el mecanismo de reconocimiento del punto de 
inicio apropiado? El mensaje se lee comenzando con el co- 
dên de inicio, АОС, el cual, al comienzo del mensaje, co- 


IANA 


o enirar єз, sn embargo, verdad. Conociendo dl адва en а DNA no pue 
e deducir l атола а enla proteins (asumsendo que se текке La fase de ls 
бз oemet) Est permuto la determinación e cuencas de за a parar 
dela secuencias de bases del DNA 


F Е concepto de wobble: el apareamiento de bases es 
таз flexible para la tercera base del соддп. Sólo se muestra una por- 
ción del tRNA (véase Figura 7.35). 
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difica el aminoácido N-formilmetionina (о metionina en 
Eukarya у Archaea). La importancia de tener un lugar de ini- 
cio bien definido se entiende rápidamente sí se considera 
que, con el código de tripletes, es absolutamente esencial 
para que la traducción comience en el sitio correcto, ya que 
еп caso contrario cambia el marco de lectura global y se 
sintetizará una proteina totalmente diferente (о ninguna 
proteína). Se ha convenido que la fase abierta «correctas, 
esto es, la que origina la proteína codificada por el gen, se 
denomine fase 0 (fase cero). Como podemos ver en la Fi- 
gura 7.34, las otras dos fases de lectura posibles (-1 y +1) no 
codifican la misma secuencia de aminoácidos. Así es im- 
perativo que el ribosoma encuentre el codón de inicio correc- 
to y, una vez que lo ha hecho, se mueva a lo largo del mRNA 
en saltos de tres bases exactamente. 

Сото comentamos en la Sección 7.15, los ribosomas de 
Bacteria reconocen el AUG como un codón de iniciación 
específico con la ayuda de una secuencia anterior en el 
mRNA llamada secuencia de Shine-Dalgarno. Esta ayuda 
extra en la iniciación explica por qué unos pocos mensajes 
де Bacteria utilizan en realidad otros codones, tales como 
СИС, como codón de inicio. Sin embargo, incluso estos co- 
dones de inicio inusuales codifican N-formilmetionina. 


Marcos abiertos de lectura 

En la actualidad han sido secuenciados los genomas de 
muchos organismos (incluido el genoma humano). Esta 
información de secuenciación podría no ser útil a menos 
que los científicos puedan determinar con facilidad los ge- 
nes que codifican proteínas, ¿Cómo puede determinarse 
esto? 

Un método común es examinar cada cadena de la se- 
cuencia del DNA reconociendo las fases abiertas de lectura. 
Recuérdese que el mRNA se transcribe a partir del DNA; de 
manera que sí se conoce la secuencia del DNA, puede tam- 
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Posibles fases de lectura en un MANA. Se muestra 
una secuencia interna де un MANA. La fase «corrscta- (6 0) está de- 
terminada por sl codón de inicio del mRNA. (a) Aminoácidos que seri- 
an codificados por esta región del mANA si е! ribosoma estuviera en 
la Газа de lactura —1. (Б) Aminoácidos que serían codificados si el ri- 
Бозота estuviera en la fase de lectura correcta. (с) Aminoácidos que 
serían codificadas si el ribosoma estuviera en la fase de lectura +1. 


bién conocerse la secuencia del RNA que se transcribe del 
mismo. Si este RNA puede traducirse es porque contiene 
un marco abierto de lectura (ORF, de Open Reading Frame): 
un codón de inicio (típicamente AUG) seguido de un cier- 
to número de codones para terminar con un codón de ра- 
rada en fase con el codón de lectura. Una computadora 

programarse para analizar secuencias muy largas en 
[выше de datos Зе DNA con el Вл de buscar narcos. 
abiertos de lectura. La búsqueda de ORFs es muy útil en 
genómica (véase Capitulo 15) e ingeniería genética (véase 
Capítulo 31) cuando se ha secuenciado un fragmento des- 
conocido de DNA y no está claro si codifica o no una pro- 
teina. La búsqueda de ORFs por computadora permite al 
investigador identificar presuntos genes previamente in- 
sospechados. 


Otros códigos genéticos 

Cuando el código genético fue descubierto en los años 60, 
se vio que era utilizado por todos los procariotas y euc 
riotas analizados. Cuando el mRNA de la hemoglobina de 
mamiferos se adicionó a un sistema de síntesis de protei- 
nas procedente de Escherichia coli (tal como ribosomas y 
АКМА), se sintetizó la hemoglobina de mamiferos, Así, el 
código genético pareció ser un código universal ya que el 
mismo código era utilizado por todos los seres vivos. Esta 
perspectiva cambió a medida que se obtuvieron genes y 
proteínas de un gran número de fuentes. Se obsevó que. 
gunos orgánulos y algunas células usan códigos genéticos 
que son ligeramente diferentes del código genético uni- 
versal. (Véase cuadro, Selenocisteína: el aminoácido vigé- 
simo primero.) 

Estos códigos alternativos se descubrieron inicialmente 
en los genomas de las mitocondrias. Por lo que se sabe, sólo 
las mitocondrias de las plantas usan el código universal sin 
cambio alguno. Los otros orgánulos de plantas, los cloro- 
plastos también usan este código estándar. Las mitocon- 
drías del resto de los eucariotas usan códigos con una o 
unas pocas diferencias ligeras, Nótese que no existe un úni- 
co código mitocondrial, а pesar de algunas particularidades 
como el uso general de ОСА como codón del triptófano en 
lugar de codón de parada. También está claro que estos có- 
digos alternativos están muy relacionados con el código 
universal y, casi con seguridad, derivan evolutivamente de 
éste. Se conocen varias células tanto en Bacteria, el género 
Mycoplasma, como en Eukarya, el género Paramecium, cuyos 
cromosomas usan códigos ligeramente diferentes. Todos 
estos códigos genéticos cromosómicos alternativos asignan 
diferentes variantes a los codones de parada usuales. Éstos 
organismos tienen simplemente menos codones sin senti- 
do porque uno o dos de ellos son leídos сото codones con 
sentido. 

Si cada codón tiene asignado un aminoácido, el lector 
puede imaginar que es muy difícil cambiar el código ge- 
ético en un organismo. Por ejemplo el cambio de AUA, 
que codifica ¡soleucina, a un codón para metionina signifi- 
са que cada proteína que tuviera una isoleucina codificada 
por UAA tendría ahora una metionina en esa posición. Tal 
proteína podría no ser funcional. El cambio de asignación 
Че codones podría no resultar tan severo sí el uso de codones 
no fuera al azar. Cuando los bioquímicos descifraron el có- 
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Selenocisteína: el aminoácido vigésimo primero 


Е======= 
20 aminoácidos que son ensambia- 
dos en proteínas durante la traducción. Sin 
embargo, muchas protinas contenen otros 
aminoácidos. De hecho, existan al menos 
тав de 100 aminoácidos diferentes encon- 
ados en unas pocas proteinas. Hasta hace 
poco ве pensaba que estos aminoácidos 
«extra» surgían por modificación de uno de 
о aminoacidos regulares después de haber 
sido incorporados өп la proteina, un proce- 
зо denominado modiicación postraduccio- 


el gen que codifica una de estas enzimas, 
зе encontró que el cocón comespondiente a 
la selenocisteína era UGA. Normalmente, 
UGA es un eficaz codôn de parada en E сой. 
репо puede sar traducido directamente como. 
selenocisteina en ciertas moléculas бе 
MANA, no sólo еп E сой, sino también en 
humanos. Por tanto, la selenocisteína es el 
vigésimo primer aminoácido codificado por el 
código genético. 

¿Cómo puede un mismo codón funcio- 
паг como codón de parada о codón соп 


sentido en el mismo cromosoma? La res- 
puesta se encuentra en el contexto del 
собот, la secuencia de bases que rodea al 
содол UGA, y an su estructura secundaria. 
En certos contextos, la maquinaria de tra- 
ducción Interpreta UGA сото selenocistel- 
па. En el resto, UGA significa parada de. 
tracucción La selenocisteina бепе su propio 
RINA (al igual que un aminodcida regular) y 
también попе un factor proteico especial que. 
conduce este IANA al ribosoma. 

La selenocisteina es oxidada incluso 


па! Sin embargo. está claro que uno de 
estos aminoácidos extra es incorporado a la 
protona por la propia maquinaria de traduc- 
Gûn. Esta excepción es la solenocistoína. 
La selenocistelna ena la misma estruc- 
tura que la cisteina, рого tiene un átomo de 
solenio en lugar de un átomo de аге. 
Desde hace algún tempo se sabía que al- 
gunas proteinas contenían oste aminoácido 
Inusual. Por ejemplo, Escherichia сой pro- 
duce бов enzimas formato deshidrogenasa 
'lorontes y ambas contienen un Único resi- 
duo de nolonocistolna. Cuando se secuonció 


digo genético, y antes de que ningún gen hubiese sido se- 
uenciado, se asumió que los codones degenerados de cual- 
guier aminoácido se usarían con igual frecuencia. ¡Ésta es 
otra de las generalizaciones que la secuenciación del DNA 
ha demostrado que es incorrecta! El uso de codones está al- 
tamente sesgado, y este sesgo varía de unos organismos a 
otros. En Escherichia coli, por ejemplo, sólo una de cada 20 
Jeucinas está codificada por AUA, estando las otras 19 co- 
Mificadas por AUU y АОС. Se cree que una de las etapas 


que podría haber conducido al cambio en la asignación de 


codones sería que un codón llegara a ser utilizado muy ra- 
amente еп un genoma. Esto habría ocurrido más fácil- 
mente en las mitocondrias, dado que tienen genomas muy 
pequeños (véase Sección, 15.7). 


aminoácido puede ser codificado por varios codones diferen- 
tes, aunque relacionados. Además de los codones de parada 
existe un codón específico de inicio que señala dónde debe co- 
'menzar la traducción. 


(Рос qué es importante que el ribosoma lea «en fase»? 
2. Describa una fase abierta de lectura. 


тав rápidamente que la cisteina. Así, las 
enzimas que contienen este aminoácido. 
deben ser protegidas del oxigeno. Sa ha 
propuesto que UGA pudo haber sido algu- 
ına vez un codón con sentido, especifican- 
do para selenocistoina exclusivamente, poro. 
¿que el incremento de la concentración de 
oxigeno өп nuestro ambiente tras la apar- 
¿ción de la otosintesis (убаве Capitulo 11) 
seleccionó proteínas que contenían сопа. 
(cuyos codones son UGU y UGC). Esto por- 
тё alterar la asignación del codón UGA 
excepto en unos pocos casos especiales, 8 


ЕДІЛ пча de transterencia 


Recordemos (Sección 7.13) que el anticodón «lee» (se apa- 
rea con) el codón presente en el RNA, Sin embargo, un 
АКМА es mucho más que un simple anticodón (Figura 
7.35). El tRNA no sólo tiene especificidad por el codón 
del mRNA, sino que también tiene especifidad por un 
aminoácido apropiado. El RNA de transferencia y su ami- 
noácido específico son enlazados por enzimas especifi- 
cas que aseguran que cada tRNA particular recibe su 
aminoácido correcto. Estas enzimas, denominadas enzi- 
таз activadoras de aminoácidos o aminoacil RNA sin- 
tetasas, tienen la importante propiedad de reconocer а 
ambos, al aminoácido y al (RNA específico para ese ami- 
noácido. 


Estructura del tRNA 

Existen unos 60 tRNAs específicos diferentes en las células 
bacterianas y 100-110 en las de mamíferos. Las moléculas 
de RNA de transferencia son cortas moléculas monocate- 
narias con longitudes de 73-93 nucleótidos (según los 
tRNAs). Cuando se comparan, se observa que ciertas ba- 
ses y estructuras secundarias son constantes para todos los 
tRNASs, mientras que otras regiones son variables, Las mo- 
léculas de tRNA también contienen algunas bases de pu- 
тіпа y pirimidina que difieren ligeramente de las bases 


198 = Capítulo 7 = PRINCIPIOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR MICROBIANA 


do se une a 


Estructura del RNA de transferencia (Fonilalanil ANA de levaduras) (а) Estructura convencional en hoja de trébol. El aminodcr. 
пова de la A terminal del extremo aceptor. A, adenina; С, citosina; U, uracilo; G, guanina; wpseudouracilo; D, dihidrouracilo; m, 


теш; Y, una purina modificada. (>) En realidad, la molécula se pliega de manera que los bucles D y TyC queden muy próximos y ве asocien por 


interacciones hidrotóbicas. 


normales presentes en el RNA por haber sido modificadas 
químicamente, a menudo metiladas, Estas modificaciones 

le las bases se producen después de la transcripción. Al- 
gunas de estas bases inusuales son la pseudouridina, la 
inosina, dihidrouridina, ribotímidina, metil guanosina, di 
metil guanosina y metil inosina. Estas modificaciones de 
las bases, así como otros tipos de procesamiento (véase Sec- 
ción7.12), son necesarias para conseguir un АКМА funcio- 
nal partir del transcrito de un gen que codifica un tRNA. 
Aunque el tRNA es una cadena sencilla, dentro de la mo- 
lécula existen extensas regiones de doble cadena como re- 
sultado del aparcamiento de bases internas cuando la 
molécula se pliega sobre sí misma. 

La estructura del (RNA puede dibujarse como una 
hoja de trébol (Figura 7.350). Algunas regiones de la es- 
tructura secundaria reciben nombres relacionados con las 
bases que contienen (el bucle T ¥ С y el bucle D) o con 
funciones específicas (bucle anticodón y extremo acep- 
tor). La estructura tridimensional de un RNA se muestra 
más claramente en la Figura 7.35b. Nótese que las bases 
que aparecen separadas en el modelo de la hoja de trébol 
están realmente muy juntas cuando se ven en tres di- 
mensiones. Esto significa que algunas de las bases de los 
«bucles» en realidad están apareadas con bases de otros 
bucles. 

Una de las regiones variables de la molécula de RNA 
contiene el anticodón, el sitio que reconoce el codón en la 
molécula de mRNA. El anticodón se encuentra en el bucle 
anticodón (Figura 7.35). En el anticodón hay tres nucleótidos 


implicados en el proceso de reconocimiento y que se ара- 
rean con el codón (véase Sección 7.13). Otras regiones del 
IRNA interaccionan con el ribosoma (tanto con su rRNA 
сото con sus proteínas), otros factores proteicos, y la en- 
zima activadora. En el extremo 3', o extremo aceptor, de to- 
dos los tRNAs, existen tres bases по apareadas. La 
secuencia de estos tres nucleótidos es siempre citosina-ci- 
tosina-adenina (CCA), y es el lugar donde la ribosa de la 
A terminal se une covalentemente al aminoácido median- 
te un enlace éster, Desde esta posición, el aminoácido se 
transfiere a la cadena polipeptídica naciente en el riboso- 
ma por un mecanismo que describiremos en la siguiente 
sección. 


Reconocimiento, activación y carga del tRNA 

El reconocimiento del tRNA correcto por una aminoacil- 
АКМА sintetasa implica contactos específicos entre regio- 
nes clave del ácido nucleico y aminoácidos particulares de 
la respectiva sintetasa (Figura 7.36). Como podría espe- 
rarse de su secuencia particular, el antícodón del RNA es 
importante para el reconocimiento por la sintetasa. Sin 
embargo, otros sitios de contacto son también importan- 
tes para el reconocimiento, Estudios de unión del tRNA 
a las aminoacil4RNA sintetasas, en los que mediante mu- 
tación genética se han cambiado bases específicas del 
tRNA, han indicado que sólo un pequeño número de nu- 
cleótidos importantes están implicados en el reconoci- 
miento; estos otros nucleótidos importantes forman 
frecuentemente parte del extremo aceptor de la molécu- 
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/ майта) 


АМР 


AminoaciktANA 
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la de tRNA (Figura 7.35). En unos pocos casos, el recono 
cimiento de un tRNA por su correspondieni 
totalmente independiente de la región anticodón. Debe 
resaltarse que la fidelidad del proceso de recor 
lo es crucial, ya que si se uniera ш 

cado al tRNA, se insertaría en un lugar equivocado del 
polípéptido, dando lugar a la síntesis de una proteína 
errónea. 

La reacción química especifica 


sintetasa es 


ntre un aminoácido y 
MIRNA catalizada por la aminoacil-tRNA sintetasa requiere 
en primer lugar la actionción del ami 

con el ATP: 


oácido por reacción 


Aminoácido + АТР == aminoacil-AMP + P- 


Una vez formado, el intermediario aminoacil-AMP пог 
malmente permanece unido a la enzima hasta colisionar 
(боп un tRNA apropiado; entonces, como se muestra en la 
Figura 7.364, el aminoácido activado se transfiere al МА 
[para formar un tRNA cargado: 


Aminoacil-AMP + tRNA «== aminoaciltRNA + АМР 


IES ArinoaciHANA sintetasas. (a) Acción de una amino: 


acı TRNA sitetasa. Reconocimiento del RNA correcto por una sinte- 
tasa particular implica contactos entre secuencias especificas del ácido. 
посіеісо y aminoácidos específicos de la sintetasa, En este diagrama, 
зе muestra la vali-tRNA sintetasa catalizando la etapa final de una re- 
acción, donde la valina, en forma de vaii-AMP, se transfiere al tRNA. (b) 
Modelo computerizado mostrando la interacción de giutamini-IRNA 
sintetasa (azul) con su tRNA (rojo). Reproducido con permiso de Scien- 


се 252:1682-1689 (1991) AAAS. 


El pirofosfato (P-P) formado en la primera reacción se 
corta por una pirofosfatasa, formando dos moléculas dı 

fosfato inorgánico. Puesto que se utiliza ATP y se forma 
AMP. se requiere un total de dos enlaces fosfato de alta ener- 
ía para la activación de un aminoácido y su unión al tRNA. 
Опа vez que ha tenido lugar la activación y carga, el ami- 

noaciltRNA (АААКМА) deja la sintetasa y es conducido 
al ribosoma por un factor proteico. El mecanismo de sínte- 
sis de proteínas se trata en la siguiente sección. 


/__7.14 Revisión de conceptos 


Existen uno o más RNAs de transferencia por cada aminoácido 
encontrado en las proteínas. Unas enzimas, llamadas aminoacil- 
IRNA sintetasas, funcionan para unir un aminoácido a un КМА, 
Una vez que el aminoácido correcto se une a su tRNA, la espe- 
cificidad posterior reside exclusivamente en la interacción со- 
dón-anticodón. 


4 ¿Cuáles la función del anticodón de un tRNA? 


п del extremo aceptor de un tRNA? 


/ ¿Cuál es la func 
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EZE Traduccién: ol proceso de la 
síntesis de proteínas 


La secuencia de aminoácidos de una proteína es lo que 
determina su estructura final (y en último lugar su fun- 
ción). Así, resulta crítico que se inserte el aminoácido apro- 
piado en el lugar idóneo de la cadena polipeptídica. Este 
es el papel de la maquinaria que sintetiza proteínas en la 
célula, 


Etapas de la síntesis de proteínas 

Los ribosomas son el lugar de síntesis de proteínas. Cada 
ribosoma está formado por dos subunidades. En ргоса- 
riotas, las unidades del ribosoma son 305 (unidades 
Svedberg) y 505, y forman un ribosoma 705". Cada su- 
bunidad es un complejo ribonucleoproteico compuesto 
de RNA ribosómico y proteínas ribosómicas específicas, 
La subunidad 305 está formada por rRNA 165 y unas 21 
proteínas, mientras la subunidad 505 contiene rRNA 55 
y 235 y unas 34 proteínas (Tabla 7.4 y Figura 7.374). En Es- 
¿herichia coli, existen al menos 53 proteínas ribosómicas 
diferentes, la mayoría presentes un una sola copia por ri- 
bosoma, 

Puesto que el genoma de Е. colí se ha secuenciado com- 
pletamente y el ribosoma se ha estudiado desde hace tiem- 
po, podría pensarse que deberíamos conocer exactamente 
el número de proteínas ribosómicas de cada subunidad. Sin 
embargo, algunas proteínas están fuertemente asociadas al 
охота, otras algo menos, algunas están asociadas sólo 
соп una subunidad, otras con las dos. Además, el ribosoma 
ез una estructura dinámica que interactúa con muchas otras 
proteínas de la célula. Existen factores proteicos absoluta- 
mente necesarios para que los ribosomas funcionen y que 
interaccionan con el ribosoma pero no se consideran «pro- 
tenas ribosómicas». 

La síntesis de una proteína implica un ciclo completo 
еп el cual los varios componentes ribosómicos tienen fun- 
ciones específicas. Aunque es un proceso continuo, la sín- 
tesis de proteínas puede dividirse en una serie de etapas 
discretas: iniciación, elongación y terminación-liberación 
Las dos primeras etapas se esquematizan en la Figura 7.370. 
Además de mRNA, tRNA y ribosomas, el proceso necesita 
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(a) Estructura del ribosoma, mostrando la posición del 
sio А o aceptor a). El sitio Р о peptídico y el sitio E о de salida exit) 
(b) Traducción de la información del FINA mensajero en la secuencia de 
“aminoácidos de la proteina, Sólo se muestran los sitios an el ribosoma. 
0,9 La interacción entre el соддп y el anticoción sia en la posición al 
RNA correcto, en este caso el IANA iniciador y después el МА del 
segundo aminoácido. (й) La formación de un enlace peptídico entre 
los aminoácidos en moláculas adyacentes de (ЯМА (v) La translocación 
del ribosoma de un codón al siguiente con Iberación de tRNA, ahora. 
libre de un aminoácido del sitio E. (4) El siguiente IANA cargado se une 
al sitio A. 
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Unión del tRNA 
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Tamaño global ms sos 

Subunidad pequeña з 45 
Número de proteínas a 0 
Tamaño del RNA 165 (1500) 185 (2300) 

(nûmero de bases) 

Subunidad grande 505 өз 
Número de proteinas Е 50 
Tamaño del RNA 235 2900) 285 (4200) 

(numero de bases) 55 (120) 545 (160) 


de una serie de prot 
ón, elongación y terminación; la guanosina trifosfato pro- 
porciona energía para el proceso. 


Iniciación de la síntesis de proteínas 
En procariotas, la iniciación comienza siempre соп una sub- 
Unidad ribosómica 305 libre y un complejo de iniciación 
tompuesto por una subunidad ribosómica 305, mRNA, for- 
milmetionina tRNA, y factores de iniciación. Para esta eta- 
ja se requiere guanosina trifosfato. A este complejo de 
“iniciación se le une una subunidad 505 para formar un ri- 
Bosoma 705 activo. Al final del proceso de traducción, el ri- 
окота liberado se divide de nuevo en subunidades 305 y 
Inmediatamente anterior al codón de iniciación existe 
ша secuencia de 3 a 9 nucleótidos (llamada secuencia de 
ine-Dalgarno) involucrada en la unión del mRNA al ri- 
з, El sitio de unión del ribosoma presente en el extremo 
У del mRNA es complementario el extremo Y del RNA 165 
ribosoma, y este apareamiento de bases es lo que ase- 
la formación efectiva del complejo ribosoma-mRNA. 
La presencia del sitio Shine-Dalgarno en el mRNA y su 
acción específica con el rRNA 165 permite al riboso- 
procariótico usar mRNA polícistrónico, ya que el ribo- 
puede encontrar cada lugar de iniciación dentro de un 
je (use Sección 7.11). Los ribosomas eucarióticos re- 
n típicamente un mRNA por el «cap» de su extremo. 
в inician exclusivamente en el primer codón de inicia- 
posible, Por tanto, normalmente no pueden traducir 

А policistrónico. 

La iniciación comienza Siempre con la unión de un ami- 
ARNA iniciador especial al codón de inicio AUG. En 
feria este tRNA lleva formilmetionina. Posteriormente, 
ро formilo del extremo amino terminal del polipép- 
¡se elimina; por tanto, el aminoácido terminal de la pro- 
completa es metionina. Dado que las secuencias de 
Dalgarno (y otras posibles interacciones entre el 
JA y el mRNA) están implicadas en dirigir al ribosoma 
ır de inicio, los mensajes procarióticos utilizan a ve- 
un codón de comienzo diferente a AUG. El codón al- 
livo más frecuente es el СОС. Cuando se usa de esta 
ra inusual, СОС une КМА iniciador con formilme- 


tionina (en lugar de valina). En Eukarya y Archaea, la ini- 
ciación comienza con metionina en lugar de formilmetio- 
nina. (Aunque todas las proteínas se inician con metionina, 
este aminoácido es eliminado por una proteasa específica al 
terminar la traducción) 


Elongación y terminación 

El contacto principal entre el mRNA y el ribosoma se es- 
tablece primariamente a través de la subunidad 305. El 
ribosoma contiene otros sitios en los que interactúa el 
IRNA. Dos de estos sitios están localizados primaria- 
mente en la subunidad 505, y son denominados sitio Р y 
sitio A (Figura 7.375). El sitio A, o sitio aceptor, es el lugar 
donde se une el nuevo AA-IRNA. El sitio Р, el sitio pep- 
tidílico, es el lugar donde está anclado el péptido naciente 
mediante un tRNA. Durante la formación del enlace pep- 
dico, el péptido se transfiere al КМА del sitio A a la vez 
quese forma un nuevo enlace peptídico. Durante la elon- 
gación se requieren varios factores para la elongación (по 
Tibosómicos), así como moléculas adicionales de СТР (a 
efectos de simplificación, en la Figura 7.37b se han omiti- 
do los factores de elongación y sólo se muestra una por- 
ción del ribosoma). El tRNA que mantiene al polipéptido 
debe ser ahora translocado desde el sitio A al sitio Р, de- 
jando así libre el sitio A para recibir otro AA RNA. 

La translocación requiere un factor de elongación espe- 
cifico y una molécula de GTP por cada tRNA translocado: 
En cada etapa de translocación el mensaje avanza tres nu- 
cleótidos, exponiendo un nuevo codón al sitio A del ribo- 
soma. La translocación empuja el tRNA que ha quedado 
vacio a un tercer sitio, llamado sitio E. Desde este lugar de 
salida, el КМА es liberado del ribosoma, La precisión de la 
etapa de translocación es crítica para la precisión de la sin- 
tesis proteica. El ribosoma debe moverse exactamente un 
codón en cada etapa. El ribosoma es una estructura diná- 
mica: tanto el mRNA como el IRNA se mueven a través del 
ribosoma a medida que tienen lugar las varias etapas de la 
síntesis de proteínas. Así, los tres sitios que hemos descri- 
to no son simplemente localizaciones estáticas de la super- 
ficie sino partes en movimiento de una compleja maquinaria 
de moléculas biológicas. 

Cuando varios ribosomas están traduciendo simultá- 
neamente un mensaje, el complejo se denomina polisoma 
(Figura 7.38). Los polisomas incrementan la velocidad y la 
eficacia de la traducción, y dado que cada ribosoma actúa 
independientemente de los otros, cada ribosoma del poli- 
soma produce un polipéptido completo. En la Figura 7.38, 
podemos observar que los ribosomas más cercanos al ex- 
tremo 5' (el comienzo) del mRNA tienen unidos polipépti- 
dos cortos ya que sólo se han leído unos pocos codones, 
mientras que los ribosomas cercanos al extremo 3' tienen 
polipeptidos casi terminados. 

La terminación de la síntesis de proteínas ocurre 
cuando se llega a un codón que no especifica para ningún 
AA-ARNA: un codón de parada (véase Sección 7.13). Nin- 
gún tRNA se une a un codón de parada; en su lugar, unas 
Proteinas llamadas factores de liberación leen la señal ter- 
minadora de la cadena y cortan el polipéptido unido se- 
parándolo del tRNA terminal, liberando así la proteína 
completa. A continuación, el ribosoma se disocia, y las 
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Traducción de un única АМА mensajero por varios ribosomas (polisoma). Nótese cómo el ribosoma más cercano al extremo 8 


бе mensaje está өп un estadio más temprano del proceso. 


proteínas quedan libres para formar nuevos complejos 
de iniciación. 


Papel del RNA ribosómico en la síntesis 
de proteínas 
Los ribosomas están compuestos de una serie de proteínas 
y RNAs ribosómicos (vénse Tabla 7.4). Hace dos décadas se 
asumía que las proteínas ribosómicas eran probablemente 
los componentes funcionales del ribosoma, mientras que 
la función del RNA era principalmente estructural, es decir, 
servía de soporte a las proteínas ribosómicas. En la actua- 
lidad, está claro que el rRNA tiene una función crítica en to- 
das las etapas de la síntesis de proteínas, desde la iniciación 
ala terminación. Aunque no está claro, el papel de muchas 
oteínas presentes en el ribosoma puede ser el de facilitar 
función del RNA estabilizando o posicionando las se- 
cuencias funcionales clave presentes en los RNAS ribosó- 
micos. 

En procariotas, parece claro que el RNA 165 está impli- 
cado en la iniciación mediante el apareamiento de bases 
соп la secuencia de unión al ribosoma (la secuencia Shine- 
Dalgarno), Existe evidencia sustancial de que el mRNA y el 
тА interaccionan también durante la elongación. 

De igual manera, existe evidencia de que el rRNA par- 
ticipa en la asociación de subunidades, así como en el em- 
plazamiento del tRNA en los sitios decodificadores (A o Р, 
véase Figura 7.37b) e incluso en la catálisis de la formación 
del enlace peptídico. Los tRNAs cargados que entran en el 
ribosoma reconocen el codón correcto por apareamiento de 
bases codón-anticodón, pero también están físicamente uni- 
dos al ribosoma a través de interacciones del extremo del 
anticodón del tRNA con regiones específicas del rRNA 165. 
El extremo aceptor del tRNA interacciona con el rRNA 235. 

La reacción de la peptidil transferasa (la formación real 
del enlace peptídico que ocurre en la subunidad 50S del ri- 
bosoma) está asociada con el rRNA 235. Durante mucho 
tiempo se creyó que esta reacción podía ser catalizada por 
una cierta combinación de proteínas. Sin embargo, parece 
claro que la reacción es catalizada por la actividad ribozi- 
mática del propio rRNA (vénse Sección 7.12). El rRNA 235 
también parece tener una función en la translocación, y se 
sabe que los factores de elongación interaccionan con el 


ТЕМА 235. Finalmente, el rRNA 165 participa también en la 
terminación, posiblemente interaccionando con el mRNA o 
mediante interacciones con los factores de liberación de la 
proteína. 

El RNA ribosómico tiene una función esencial en la tra- 
ducción. La función ribosómica depende claramente de las 
principales especies de RNA que están presentes. 


Efecto de los antibióticos en la síntesis 

de proteínas 

Un gran número de antibióticos inhibe la síntesis de prote- 
inas mediante su interacción con el ribosoma. Estas inter- 
acciones son bastante específicas, y muchas implican RNA, 
Varios de estos antibióticos son útiles en medicina, y algu- 
по» también son herramientas eficaces en investigación, ya 
que son específicas de las diferentes etapas de la síntesis de 
proteínas. Por ejemplo, la estreptomicina inhibe la iniciación, 
mientras la puromicina, el cloranfenicol, la cicloheximida y la 
tetraciclina inhiben la elongación. 

Además de su utilidad en clínica, muchos antibióticos 
inhiben específicamente ribosomas de organismos de uno 
о dos dominios filogenéticos. De los antibióticos que aca- 
bamos de mencionar, el cloranfenicol y la estreptomicina 
son específicos para los ribosomas de Bacteria y la ciclohe- 
ximida para ribosomas de Eukarya. Veremos los antibióticos 
en el Capítulo 20. 


/_7.15 Revisión de conceptos 


El ribosoma es fundamental en el proceso de traducción, ya que 
pone en contacto el mRNA y los tRNAs cargados con los ami 
noácidos. Existen tres sitios en el ribosoma: el sitio aceptor, dan- 
de entra el tRNA cargado; el sitio peptídico, donde se encuentra 
la cadena polipeptídica en formación; y un sitio de salida, Du- 
rante cada etapa de la adición de aminoácido, el mensaje avan 
za tres nucleótidos (un codón) y el RNA se mueve desde el sitio 
aceptor al sitio peptídico. La terminación de la síntesis de ргө 
teínas ocurre cuando se llega a un codón de parada, que по co 
difica para ningún aminoscido, 


+ ¿Cuáles son los componentes del ribosoma? 
Z ¿Qué funciones tiene el МА durante la síntesis de protei- 
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Plegamiento y secreción 
de inas 


“Acabamos de ver cómo la información presente en la se- 
cuencia de bases del DNA se replica, se transcribe a una se- 
cuencia de bases en RNA, y se traduce a una secuencia de 
iminoácidos en la proteína. Sin embargo, nuestro estudio 
sobre la transmisión de la información biológica no ha ter- 
ado. En la Sección 7.1, mencionamos que las proteínas 
efan las «entidades funcionales» de la célula; por ejemplo, 
б proteínas enzimáticas catalizan la mayoría de las miles 
теассіопеє que ocurren en la célula, Sin embargo, para 
tina proteína funcione, debe plegarse correctamente у 


estar también en la localización correcta. A continua- 
, analizaremos brevemente ambos procesos. 


lento de proteínas 
rante mucho tiempo se pensó que todas las proteínas se 
Бап espontáneamente en su forma activa a medida 
тап sintetizadas (Figura 7.38), Sin embargo, ahora sa- 
que no es éste el caso. Muchas proteínas requieren 
ayuda de otras proteinas llamadas chaperones molecu- 
para el plegamiento apropiado o para ensamblarse en 
plejos grandes. Los chaperones no forman parte de 
proteína з ensambladas, Una actividad importante de los 
ones es impedir la agregación inapropiada de las pro- 
аз. Existen muchos tipos de estos chaperones e incluso 
os están asociados con los ribosomas. Algunos tam- 
Én son muy abundantes en la célula, Estas proteínas pa- 
estar ampliamente distribuidas y sus secuencias 
mente conservadas, 
Un tipo de chaperón molecular, conocido como chape- 
has, está presente casí con seguridad en todos los or- 
mos vivos. La actividad de las chaperoninas se 
juestra en la Figura 7.39, La proteína no-plegada o ple- 
impropiamente entra en el chaperón molecular en 
ide se pliega y luego se libera. La energía para el ple- 
pimiento proviene del ATP. Otros chaperones molecula- 
están implicados en conducir la proteína no-plegada 
йа la chaperonina. Además de plegar las proteínas re- 
ên sintetizadas, los chaperones pueden volver a plegar 
inas que han sido parcialmente desnaturalizadas en 
xêlula. Tal desnaturalización puede producirse si el or- 
mo ha experimentado temporalmente altas tempera- 
bras en su ambiente, La renaturalización no siempre tiene 
lo, y las células también poseen proteasas que identifi- 
y destruyen las proteínas mal plegadas. 


ción de proteínas 
luchas proteínas funcionan en la membrana de las células 
incluso fuera de las mismas у deben alcanzar estas locali- 
insertándose en la membrana plasmática o cru- 
ola, una vez que han sido sintetizadas en los ribosomas, 
h procariotas, se secretan las enzimas periplásmicas y las 
imas extracelulares y se denominan proteínas de secreción 
Sección 4.7). En eucariotas existe un buen número de 
los rodeados por membranas, por ejemplo, la mito- 
dria, а cuyo interior deben transportarse algunas prote- 
mientras que otras proteínas deben secretarse fuera de 
célula, Se ha estimado que cerca de la mitad de las prote- 


Proteina 


plegada 
correctamente 


| ооа 7.зо ^0 о» un chaporón molecular. Una proteína pie- 
gada impropiamente se incorpora dentro de la estructura өп forma de. 
Darri de la chaperonina, Se utiliza la energía del ATP para plegar la pro- 
tona adecuadamente. 


nas de una célula eucariótica se transportan a la membra- 
na о a través de ésta. 

¿Cómo es posible que la célula transfiera selectivamen- 
te proteínas a través de la membrana mientras la mayoría 
Че las mismas las mantiene en el citoplasma? La mayoría de 
las proteínas que deben ser transportadas a través de las 
membranas son sintetizadas соп una extra-secuencia en el 
extremo amino terminal, de unos 12-20 aminoácidos, deno- 
minada secuencia señal. Las secuencias señales son bastan- 
te variables pero, en general, poseen unos cuantos residuos 
cargados positivamente al comienzo, una región central con 
residuos hidrofóbicos y luego una región más polar. La s 
cuencia señal sirve para que otras proteínas de la célula re- 
conozcan que esta proteína particular está destinada a la 
exportación y también puede ayudar a impedir el plega- 
miento completo de la propia proteína. Puesto que la señal 
es parte de la proteína que se sintetiza primero, las prime- 
ras etapas del transporte pueden comenzar antes de que la 
proteína sea sintetizada completamente. En eucariotas, el 
transporte está íntimamente ligado a la traducción y la pro- 
teína sintetizada no es liberada del ribosoma al citoplasma. 
Los propios ribosomas están asociados con membranas, In- 
cluso en procariotas, existen chaperones asociados a ribo- 
somas que participan en este proceso, 

El principal papel en la selección de proteínas que van 
aser secretadas lo ejerce la partícula que reconoce la señal 
(SRP, de Signal Recognition Particle). Todas las células po- 
seen SRPs. En Bacteria, contienen una única proteína y una 
molécula de RNA pequeña llamada 4,55 RNA. (Este pe- 
queño RNA no es RNA de transferencia, ribosómico o men- 
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Sajero. La mayoría de las células contienen pequeñas mo- 
léculas de RNA que no pertenencen a ninguna de las clases 
principales.) La SRP reconoce la secuencia señal y transfie- 
Te a la proteína que la lleva a un complejo proteico especial 
de la membrana (por ejemplo, SecYEG, véase Sección 47) 
donde la proteína es secretada mediante un proceso que 
implica transporte a través de un poro. Durante este pro- 
ceso, la secuencia señal es cortada usualmente por la рер- 
tidasa señal, lo que constituye un ejemplo de modificación 
postraduccional, 

El estudio de la secreción de proteínas tiene importan- 
tes implicaciones prácticas para la ingeniería genética (vé- 
азе Capítulo 31). Si una bacteria modificada genéticamente 
va a utilizarse como agente de producción de proteínas he 
terólogas, es deseable manipular la secuencia señal para 
que la proteína deseada pueda ser secretada y, de esta ma- 
nera, obtenida y purificada rápidamente. 


/ 7.16 Revisión de conceptos 


Las proteínas deben plegarse adecuadamente para que funcio- 
nen correctamente. El plegamiento debe producirse espontáne- 
amente, pero puede también necesitar de otras proteínas 
denominadas chaperones moleculares. Muchas proteínas nece- 
sitan ser transportadas hasta el interior de las membranas celu- 


Preguntas de repaso 


lares о a través de ellas, Tales proteínas son sintetizadas con una 
secuencia señal que es reconocida por la maquinaria transpor- 
айога de las células, secuencia que es eliminada después de ser 
exportadas. 

Y Qué es un chaperón molecular? 

Z ¿Por qué algunas proteínas tienen una secuencia señal? 

/ ¿Qué es una partícula de reconocimiento de la señal? 


En este capítulo hemos visto que la información bioló- 
gica se transmite del DNA al RNA, y finalmente a proteîn: 
Los mecanismos de las tres etapas de transferencia de in- 
formación, replicación, transcripción y traducción son bas- 
tante similares en procariotas y eucariotas. La información 
presente en un gen puede ser replicada con precisión, de 
manera que cuando una célula se divide la progenie tiene 
la misma información genética. La información del gen pue- 
de también transcribirse а un RNA, y, en el caso de los ge- 
nes que codifican para proteínas, traducirse a proteínas. 
Aunque algunos RNAs tienen actividad catalítica, son las 
proteínas los componentes de la célula que llevan a cabo 
los miles de reacciones que constituyen el metabolismo ce- 
lular. En breve, prestaremos atención al modo en que las 
células regulan la expresión de un gen particular о de un 
conjunto de genes. 


1, Describa el dogma central de la biología molecular. 

2, Los genes se descubrieron antes de que se determina- 

та su naturaleza química, Defina un gen sin mencionar 

su naturaleza química. ¿De qué está compuesto un 
gen? 

Las repeticiones invertidas pueden originar un bucle 

con forma de horquilla. Demuéstrelo escribiendo la se- 

cuencia de un DNA de doble cadena que contenga una 
repetición invertida y muestre cómo el transcrito de 
esta región puede formar un bucle. 

4. ¿Se puede decir que la secuencia 5“GCACGGCACG-3" 
es una repetición invertida? Razone su respuesta. 

5. Las moléculas de DNA ricas en AT se separan en dos 
cadenas más fácilmente que las ricas en AT cuando se 
eleva la temperatura. Dé una explicación para esta ob- 
servación basada en las propiedades de apareamien- 
to de los pares AT y GC. 

6. Una estructura que se observa frecuentemente duran- 

te la replicación de DNA circular es la llamada estructura 

thela. Dibuje un diagrama del proceso de replicación y 

muestre cómo puede surgir una estructura theta. 

¿Por qué son tan raros los errores en la replicación del 

DNA? ¿Qué otra actividad enzimática (además de la 

polimerización) está asociada con la DNA polimerasa 

Ш y cómo se utiliza para reducir errores? 


3, 


7. 


8. ¿Qué son las ribozimas y con qué tipos de reacciones 
bioquímicas están asociadas? 

9, Existen tres etapas de procesamiento en la generación 
de la mayoría de los mRNA eucarióticos pero no pro- 
carióticos. Escriba una corta descripción de cada una 
Че estas tres etapas, 

10, ¿Qué son las aminoacil-tRNA sintetasas y qué reac- 
ciones catalizan? ¿Cuántos tipos diferentes de estas 
enzimas existen aproximadamente en la célula? 
¿Cómo reconoce una sintetasa los sustratos correctos? 

11. ¿Tienen promotores los genes del tRNA? ¿Tienen co- 
dones de inicio? Explíquelo. 

12. Los sitios de inicio y de parada (en el DNA) para la 
sintesis de mRNA son diferentes de los sitios de inicio 
y parada (en el mRNA) para la síntesis de proteínas, 
Explíquelo. 

13, La actividad que forma los enlaces peptídicos en el ri- 
окота se llama peptidil transferasa. ¿Qué molécula de 
la célula cataliza esta reacción? 

14. A veces las proteinas ma) plegadas pueden ser plega- 
das correctamente pero a veces no, siendo entonces 
destruidas. ¿Qué clase de proteínas están implicadas 
en el plegamiento de proteínas mal plegadas? ¿Qué 
tipo de enzimas se encargan de destruir las proteínas 
mal plegadas? 


EJERCICIOS PRÁCTICOS = 205 


Ejercicios prácticos 


1. El genoma de la bacteria Neisseria gonorrhoeae consiste 
еп una única molécula de DNA bicatenario de 2220 ki- 
lopares de bases, Calcule la longitud de esta molécu- 
la en centímetros. Si el 85% de esta molécula de DNA 
corresponde a genes que codifican proteínas y la lon- 

gitud media de las proteínas es de 300 aminoácidos, 
¿cuántos genes que codifican proteínas posee Neisseria? 
¿Qué clase de información cree que puede estar pre- 
sente en el 15% restante del DNA? 

2. Las moléculas de DNA circular, como las de la mayo- 
ría de los cromosomas bacterianos, evitan un proble- 
та existente en la replicación del DNA lineal. ¿Cuál 
es este problema? Por otra parte, tener un cromosoma 
circular presenta un nuevo problema: los dos cromoso- 
mas hijos se encuentran entrelazados al completarse 
la replicación. ¿Existe algún tipo de enzima comenta- 
da en este capítulo que pudiera ayudar a separar estas 
dos moléculas de manera que pudieran repartirse en- 
tre las dos células hijas? 

3. Muchas moléculas de mRNA bacteriano son policis- 

trónicas, codificando cada mRNA más de una protef- 

па, In.agine un mRNA que codifica dos proteínas con 
una región separadora no codificadora, entre las dos 
regiones codificadoras. Desde su concepto del proce- 


so de transcripción, explique por qué el resultado final 
serían dos proteínas separadas más que una proteína 


4. ¿Cuál sería el resultado (en términos de síntesis de pro- 
teinas) si la RNA polimerasa iniciara la transcripción 
una base antes del punto normal de inicio? ¿Por qué? 
¿Cuál sería el resultado (en términos de síntesis de pro- 
teinas) sí la traducción comenzara una base después 
del lugar normal de inicio? ¿Por qué? 

5. En la bacteria Salmonella enterica la glutamil-fosfato 
reductasa y la glutamina quinasa, dos de las enzimas 
implicadas en la síntesis de prolina se transcriben ара- 
rentemente de un único mensajero policistrónico. Di- 
buje un esquema de la región del cromosoma que 
contenga dos genes que codifiquen estas enzimas. 
Muestre la(s) posición(es) relativa correcta de la por- 
ción de DNA que contiene: promotor(s), secuencia(s) 
de Shine-Dalgarno, codones de inicio y de parada y ter- 
minadores de transcripción. ¿Considera probable que 
estos genes tengan intrones? ¿Por qué? 

6. Silos genes que ha dibujado al responder la Pregunta 
5 fueran realmente dos genes que codificaran dos 
tRNA, ¿qué cambiaría en su diagrama? 


proteína. Sin embargo, para que esta proteína se sintetice. el genoma debe 
expresarse primero, Los organismos regulan la expresión de sus genes de 
manera que sus proteínas, así como otrax moléculas, se sínteticen en la cantidad 
adecuada y en el momento oportuno del ciclo celular, La regulación de la expre- 
Món gónica puede estar influenciada por el ambiente en el que se encuentra la 
célula. Esta regulación implica a menudo Interacciones muy precisas entre deter 
minados genes en el DNA y proteínas reguladoras específicas, como se muestra 
en ема página para la proteína represora del bacteriófago lambda (una proteína 
reguladora de la transcripción) unida a su DNA. La unlón de proteínas al DNA 
puede ser un mecanismo que «enciende» о que «араа» la expresión génica 


| a mayoría de los genes contienen la información que codifica una sola 


REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 


1 GENERALIDADES DE LA REGULACIÓN 


Principales tipos de regulación 


Ji REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
82 Inhibición de la actividad enzimática 
83 Modificación de enzimas 

MI REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN: 

CONTROL POSITIVO Y CONTROL NEGATIVO 
BA Proteínas que se unen al DNA 
88 Control negativo de la transcripción 
represión e inducción 
B6 Control positivo de la transcripción 
87 Control global y el operón lac 
IV REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN: 
OTROS MECANISMOS 
Atenuación 


control global 


señales y sistemas 
reguladores de dos componentes 


811 Regulación de la quimiotaxis 
У PUNTUALIZACIONES FINALES SOBRE 
LA REGULACIÓN 
812 Diferencias en la expresión génica entre 


procariotas y eucariotas 
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Atenuación un mecanismo que controla 
la expresión génica; la transcripción se 
termina después de la inic 
antes de que se produzca un mRNA сот. 


pleto 


Control negativo un mecanisın 
lala expresión génica en el cual una prote- 
ina represora funciona previniendo la 


transcripción de u 


Control positivo un mecanismo que regul 
la expresión génica en el que una proteína. 
activadora funciona promoviendo la trans- 
£ripción de uno o más genes 

Enzima alostérica una en: 
bene dos sitios combinantes, el sitio acti- = 
уо (donde se une el sustrado) y el sitio 
alostêrico (donde se une una molécula. 


lectora) 


por retroalimentación uns 


enzima de una ruta causada por el pro- 
ducto final de la misma 

Operón uno о más genes transcritos en un 
nico RNA bajo el control de un único sitio 
regulador, Sin embargo, el término se uti- 
liza para describir una unidad de trans- 
eripción que contiene más de un gen 

Proteína activadora una proteína negula- 
dora que se une a sitios específicos del 
DNA y activa la transcripción; implicada. 
enel control positivo 

Proteína reguladora de la respuesta un 
de los dos miembros de un sistema de dos 
componentes; una proteína reguladora que 

osforilada por una proteína quinasa sen 

sora (tase proteína quinasa sensora) 

Proteína represora uns proteina regula- 
dora que se une a sitios específicos del 

DNA y bloquea la transcripción: implicada 


ión pero 


que regi 


о ө más genes 


Proteína quinasa detectora uno de los 
miembros de un sistema de dos compo- 
nentes; una quinasa que se encuentra en la 
membrana celular y que se autofosforila en 
respuesta a una señal externa y luego pasa. 
«el grupo fosforilo a una protei ila- 
dora de respuesta (wose proteina regula- 
dora de la respuesta) 

Quinasa una enzima que adiciona un grupo 
tostato a un compuesto. 

Quorum sensing rutas reguladoras de Bac 
ета que responden a densidad de pobla- 
ción 

Sistema de dos componentes un sisi- 
тә regulador que contiene una proteína 
quinasa sensora y una proteína regulado- 

de La respuesta (oie proteína sensora y 
proteína reguladora de la respuesta) 


disminución en la actividad del 


En un capítulo anterior vimos cómo la información 
ida como una secuencia de bases en un gen puede 
transcrita a un RNA, y luego traducida para originar 
proteína específica. Muchas proteínas son enzimas 
не Sección 5.5) y llevan а cabo las reacciones responsa- 
del metabolismo celular, Cientos de reacciones enzi 
licas diferentes ocurren simultáneamente durante un 
ciclo de crecimiento celular. Los microorganismos 
mbién responden rápidamente a cambios en su ambien- 
y muchos organismos tienen complicados sistemas de 
sarrollo. Para orquestar eficazmente las numerosas reac- 
es químicas de una célula, sacar el máximo provecho 
Лов recursos accesibles y llevar a cabo los procesos del 
rollo, las células necesitan controlar la expresión de la 
¡ción genética 


| GENERALIDADES DE LA REGULACIÓN 


5 enzimas pueden necesitarse en la misma canti 
d durante todas las condiciones de crecimiento y se 
bminan constitutivas. Las enzimas constitutivas son 
mente enzimas celulares clave requeridas para el 

o bajo todas las condiciones nutricionales y, por 

o, se sintetizan continuamente en la célula en creci- 
mio, Sin embargo, es mucho más frecuente que una re- 
ción particular sea necesaria en algunas condiciones 


па еп otras. Además, bajo un buen número de con- 


ciones de crecimiento, la célula puede no necesitar una 
particular, Por ejemplo, las enzimas que se re- 

para la hidrólisis del azúcar lactosa son útiles a 

Bula sólo cuando existe lactosa en el medio. La ma- 
де los microorganismos tienen genes que codifican 


muchos más tipos de proteínas diferentes que las que 
están presentes en la célula en unas condiciones deter- 
minadas de crecimiento (véase Sección 2.2). Así, la necesi- 
dad de regular la expresión génica en respuesta a las 
condiciones de crecimiento cambiantes, о como parte de 
un proceso de desarrollo, parece clara. ¿Cómo se produ- 
се este tipo de regulación? 


En la célula existen dos tipos principales de regulación. Uno 
controla la actividad de las enzimas preexistentes, y otro con- 
trola la cantidad (e incluso la total presencia o ausencia) de 
una enzima (Figura 8.1). Obviamente, la regulación de la 
actividad enzimática ocurre después de que la proteína haya 
sido sintetizada (esto es, postraduccionalmente). Por el con- 
trario, la regulación de la cantidad de enzima sintetizada 
puede ocurrir en la transcripción (cantidad de RNA men- 
Sajero —mRNA— que se sintetiza) o en la traducción (si el 
RNA se traduce o no para originar la proteína). El control 
de la regulación de la síntesis de una enzima es un proce- 
so más lento que el control de la regulación de su activi- 
dad. La regulación de la actividad es muy rápida (segundos 
o menos), mientras la regulación de la síntesis de una en- 
zima es un proceso relativamente lento (unos pocos minu- 
tos). Si se necesita sintetizar una nueva enzima, el proceso 
llevará algún tiempo antes de que la enzima esté presente 
en suficiente cantidad en la célula como para afectar al me- 
tabolísmo. En cambio, si se detiene la síntesis de una enzi- 
та, puede pasar un considerable periodo de tiempo antes 
de que la enzima se diluya lo suficiente como para dejar de 
afectar al metabolismo celular. Funcionando conjuntamen- 
te, estos mecanismos pueden regular de forma eficaz el me- 
tabolismo celular. 
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Gena сев Genc Geno 


Visión general da los mecanismos de regulación. El producto del gan A es la enzima А, que se sintetiza constluivamento y lava a cabo 
зи reacción. La enzima B se sintetiza también constitutivamente pero su actividad puede ser inhibida. La síntesis del producto del gon С puede prove- 
nirsa por control a nivel traduccional. La síntesis del producto del gen D puede prevenirse а nivel де transcripción. 


Los sistemas de control que hacen variar el nivel de 
expresión de genes particulares son el principal tema del 
presente capítulo, Sin embargo, el número real de meca- 
nismos reguladores diferentes es extenso, y la mayoría de 
los genes parecen estar regulados por más de uno, Co- 
menzaremos exponiendo brevemente los procesos impli- 
cados en la regulación de la actividad de enzimas 
preformadas antes de considerar cómo se controla la sín- 
tesis de enzimas. 


У 8-1 Revisión de conceptos 


La mayoría de los genes codifican proteínas y la mayoría de las 

proteínas son enzimas. La expresión de uno de estos genes pue- 

de regularse controlando la actividad de la enzima o contro- 

Jando la cantidad de la enzima producid; 

7 ¿Qué etapas pueden ser objeto de regulación en la síntesis 
de proteínas? 

Y ¿Qué proceso es más rápido, la regulación de la actividad 
û la regulación de la síntesis? 


REGULACIÓN DE LA ACT 
ENZIMÁTICA 


Existen muchos mecanismos de regulación postraduc- 
cional. En algunos casos, la enzima se sintetiza como par- 
te de una proteína precursora inactiva más grande, y la 
enzima debe ser activada mediante la eliminación de una 
porción de la proteína precursora (véase el cuadro, «Pro- 
cesamiento de proteínas»). Otro mecanismo es la reduc- 


ción del nivel de actividad mediante la degradación de 
las moléculas enzimáticas. En las dos secciones siguien- 
tes describiremos las formas de regulación reversibles y 
temporales que implican cambios menos drásticos de la 
molécula enzimática. 


Como se ha mencionado, algunas proteínas no tienen 
actividad enzimática hasta que no son procesadas, Sin 
embargo, es más habitual que una proteína se sintetice 
totalmente activa, y que esta actividad se vea luego re- 
ducida, o inhibida, por ciertos compuestos específicos 
presentes en la célula, Estos compuestos están general 
mente relacionados con la ruta metabólica en la que in- 
terviene la enzima. 

Un mecanismo importante para el control de la acti- 
vidad enzimática involucra al fenómeno denominado in- 
hibición por retroalimentación. La inhibición por retro- 
alimentación se observa principalmente en la regulación 
de las rutas biosintéticas completas, tales como las rutas 
implicadas en las síntesis de un aminoácido o una puri- 
na. Como se ha visto, tales rutas requieren muchas etapas 
enzimáticas y el producto final, aminoácido o nucleótido, 
está separado del sustrato inicial por muchas etapas (vén- 
se Sección 5.15), Aun así, este producto final es capaz de 
retroalimentar la primera etapa de la ruta y regular su 
propia biosíntesis; ¿cómo? 

Ên la inhibición por retroalimentación, el aminoácido u 
otro producto final de la ruta biosintética inhibe la activi- 
dad de la primera enzima de esta ruta. Así, a medida que 
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se incrementa el producto final en la célula, su síntesis se 
inhibe más y más. Si el producto final se consume, su sín- 
tesis se reanuda (Figura 8.2). 

¿Cómo es posible que el producto final inhiba la acti- 
vidad de una enzima que actúa sobre un sustrato bastan- 
te diferente de aquél? Esto es debido a una propiedad de 
la enzima inhibida conocida como alosterismo. Una enzi- 
тпа alostérica tiene dos sitios de unión importantes, el si- 
Чо activo, donde se une el sustrato, y el sitio alostérico, 
donde se une reversiblemente al inhibidor (llamado a ve- 
сез sefector»), Cuando un inhibidor se une, por lo general 
по covalentemente, al sitio alostérico, la conformación de 
Ja molécula de enzima cambia, de manera que el sustrato 
deja de unirse eficientemente al sitio activo (Figura 8.3), 
Cuando disminuye la concentración del inhibidor, el equi 
librio favorece la disociación del inhibidor del sitio alosté- 
fico, regresando el centro activo a su forma catalítica. Las 
enzimas alostéricas son muy comunes en las rutas anabó- 
licas y catabólicas, y son especialmente importantes en las 
tutas ramificadas, Por ejemplo, los aminoácidos prolina y 
arginina son sintetizados a partir del ácido glutámico. La 
Figura 8.4 muestra cómo estos dos aminoácidos pueden 
controlar la primera enzima exclusiva de su propia bio- 
síntesis sin afectar a la otra, de manera que un suministro 
de prolina, por ejemplo, no provoque la falta de arginina. 

Además, algunas rutas biosintéticas son reguladas por 
el uso de isoenzimas (contracción рага enzimas isofun- 
cionales: ¡so significa «mismo» o «constante»). Estas en- 
zimas catalizan la misma reacción pero están sujetas a 
diferente control regulador. Un ejemplo es la síntesis de 
aminoácidos aromáticos (Figura 8.5; véase Figura 5.26). 


Tres isoenzimas diferentes catalizan la primera reacción 


en esta ruta, y cada enzima se regula independientemen 
te por cada uno de los tres productos aminoácidos fina- 
Jes. A diferencia de los ejemplos anteriores de inhibición 
рог retroalimentación en los que los inhibidores detenían 
completamente la actividad de la enzima, en este caso la 
cantidad total de enzima inicial disminuye de manera es- 


Enzima 


sito 
227] ешп 
del sustrato 


tórico. Cuando el efector se combina con el sitio alostérico, ве altra la 
conformación de la enzima de modo que el sustrato ya no puede unir- 


calonada y cae a cero cuando los tres productos están pre- 
sentes en exceso. 

El interés del mecanismo de inhibición por retroali- 
mentación supera el simplemente académico. En el Сарі- 


IMJ снысео por retroalimentación (fechas) en una ruta 
Diosintática ramificada. En rosa, se muestra un intermediario clave de 
cada rama. Las enzimas intibidas son N-acetil glutamato sintasa (AGS) 
y r-glutamil quinasa (ОК). 
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| оша в. La ruta común que conduce a la sintesis de amnodcr 
dos aromáticos contiene tres isoenzimas de DAHP sintetasa. (DAHP es 
3-desoxi--arabino-heptulosonato 7-fosfato.) Cada una de estas en- 
zimas өз retrolnhibida especificamente por uno de los aminoácidos 
aromáticos. Nótese que lene que haber un exceso de los tres para in- 
hibir completamente la sintesis de DAHP: 


tulo 30, se verá como el conocimiento de la bioquímica de 
la inhibición por retroalimentación ha permitido a los mi- 
crobiólogos industriales aislar mutantes que han perdido 
la capacidad de inhibir por retroalimentación la produc- 
ción de un aminoácido específico. Estos mutantes son uti- 
lizados luego en la producción industrial a gran escala de 
aminoácidos como suplemento de alimentos (véanse Sec- 
ción 307 y Figura 30.13). 


/ 8.2 Revisión de conceptos 


Las reacciones metabólicas pueden regularse mediante el con- 
trol de las actividades de las enzimas que catalizan estas reac- 
ciones, Un tipo importante de regulación de la actividad 
enzimática es la inhibición por retroalimentación, en la que el 
producto final de una ruta biosintética retroalimenta e inhibe 
la primera enzima exclusiva de esa ruta. 


/ ¿Qué es la inhibición por retroalimentación? 
/ ¿Qué es una enzima alostérica? 


ШЕЙ ™odificacién de enzimas 


modificación covalente, pero los mejor caracterizados son 
enzimas cuya actividad se ve afectada por unión del nu- 
cleótido monofosfato de adenosina (AMP) o difosfato de 
adenosina (ADP), por unión de fosfato inorgánico o por 

Uno de los ejemplos más estudiados de una enzima 
alostérica regulada por adenilación (adición de AMP) es 
la glutamina sintetasa (GS), una enzima que tiene una 
función fundamental en el metabolismo del nitrógeno en 
la célula (vénse Sección 5.15). GS se inhibe por retroali- 
mentación por al menos ocho compuestos diferentes, ta- 
les como varios aminoácidos y compuestos implicados 
en el metabolismo de nucleótidos. La susceptibilidad de 
GS a la inhibición por retroalimentación se incrementa, 
y su actividad disminuye cuando las células se cultivan 
еп medio con abundante nitrógeno (glutamina). Esto es 
debido a la adenilación de GS (Figura 8.6). Cada molé- 
сша de GS contiene 12 subunidades idénticas y cada una 
puede ser adenilada en un sitio particular. Cuando la en- 


әже 
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Grupos AMP añadidos 
® 


Se conocen varios ejemplos en bacterias en los que una en- 
zima se regula por modificación covalente, generalmente por 
adición o eliminación de alguna pequeña molécula orgá- 
піса, Como en el caso de las proteínas alostéricas, la unión 
covalente del grupo modificador cambia la conformación 
de la proteína y puede alterar drásticamente su actividad 
catalítica. La eliminación del grupo modificante devuelve 
la enzima al estado inicial. Se conocen muchos ejemplos de 


ШП RTT TT TCT 
covalente. (a) Cuando se сиал las сав en un mocio roo en IU 
eno, la glutamina sintetasa (GS) es modificada covaletement те- 
¿arte una adeniacón progresiva, pudendo añadirse hasta 12 grupos 
adendo (AMP), Cuando el nitrógeno escasea, о grupos son elmadan 
formándose ADP. фу Las subunidades OS adeniacias son inactivas, da 
manera quel cidad global de GS decrece a medida que зе adan 
ian más subunidades. Cualquier subunidad no aorta permanece ar 
аре ene sumen su ers а а retornen 
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zima está completamente adenilada es esencialmente in- 
activa; cuando está parcialmente adenilada es parcial- 
mente activa. Curiosamente, la enzima que adiciona y 
elimina el AMP se regula a su vez por modificación со- 
valente. 

La modificación covalente de enzimas con fines regu- 
ladores, tal сото la adenilación de GS, puede revertirse 
rápidamente. Sin embargo, no toda modificación postra- 
duccional de las proteínas es reversible. En algunos ca- 
sos, el polipéptido recién sintetizado debe procesarse 
extensivamente para convertirse en una enzima activa 
(véase el recuadro, «Procesamiento de proteínas»). 


У __8.3 Revisión de conceptos 


La modificación covalente es un mecanismo regulador que 
cambia temporalmente la actividad de una enzima. Las enzi- 
mas reguladas de esta manera pueden ser modificadas y esta 
modificación puede eliminarse posteriormente. Un tipo de mo- 
dificación es la adenilación (adición de AMP). 


/ ¿Cómo afecta la modificación covalente a la actividad de 


Z ¿Cómo una modificación covalente puede afectar «tempo- 
Talmente» a la actividad de una enzima? 


111 REGULACIÓN DE LA 
TRANSCRIPCIÓN: CONTROL 
POSITIVO Y CONTROL NEGATIVO 


El control de la actividad enzimática por inhibición, por re- 
troalimentación o por modificación covalente puede pare- 
cer suficiente para la regulación de la expresión génica, 
pero no lo es. Incluso aunque la glutamina sintetasa (GS) 
esté sujeta a ambos tipos de regulación, el nivel de la pro- 
teina GS aumenta o disminuye dependiendo del nivel de 
nitrógeno en el medio. Alo largo de este capítulo, discuti- 


Procesamiento de proteínas 


casamiento del АМА (véase Sec- 
¡ción 7.12). Mencionamos que юдов юв IANA 
У ANA so transcriben como parte бе una: 
molécula de АМА más larga y luego se cor- 
tan hasta alcanzar el tamaño correcto. Las 
proteinas también pueden procesarse, Сото 
ya во mencionó en ol Capítulo 7, todas las 
proteinas se sintetizan comenzando con me- 
Tonina, una metionina formada en Bacteria. 
Asi, cabría esperar que cualquier proteína 
aislada de la cólula tuviera una metionina en 
Su extremo amino terminal. Sin embargo, esto 
по es el caso, ya que la mayoría de las pro- 
elnas ha olíminado la metionina por una en- 
zima especifica. (En Bacteria se elimina 
primero el grupo tormilo de la metionina en 
todas las proteinas) 

También se comentó el hecho de que las 
proteinas de secreción se sintetizan con una 
secuencia lider que es eliminada durante el 
transporte (véase Sección 7.16). En algu- 
nos casos, el producto final activo өз ві re- 
ısultado de un procesamiento extensivo del 
producto de transcripción, Éste es el caso 
delas hormonas peptidicas sintetizadas por 
los organismos superiores. Un ejemplo sim- 
ple lo constituye la hormona insulina, La in- 
sulina es importante en la regulación del 
metabolismo de los carbohidratos en ma- 


о a = 
poa 


Figura 1 Procesamiento de la preproinsulina, La metionina inicial es elimi- 
nada de la cadena antes de que se sintetice la molécula completa de preproin- 
sulina. Tras la eliminación del péptido líder, la molécula de insulina se pliega y 
el péptido С se elimina originando las cadenas A y В de la insulina, Estas ca- 
denas quedan unidas por puentes disulfuro (véase Sección 3.8) 
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тегов y se utiliza para tratar la diabetes. 
La insulina deriva de una proteína de 110 
aminoácidos tamada proinsuina, сото se 
muestra en la Figura 1. El (=pre») péptido 
lider se elimina durante la secreción para 


Е 
SS 


селва. 
1273 


originar la proinsulina, la cual es cortada айл 

"más para producir la molécula final de insu- 

lina activa compuesta de una cadena A y E=====" 

una cadena B. 

Algunos genas se raducen para originar e 

una «polproteína, өз deci, una gran cade- E x ө, 

т кїн рл ками бшнш. ©ишад a parle дө MENA е DA ө Мусос. 

Cuando daacrbamos los pollovrua (vésse. (епот leprae tiene una longitud de 1273 aminoácidos 

¡Sección 107) y los retrovirus (véase Sección lacio rmac 

9.12), varomos varios ejemplos. la Figura 1). N-exteína y C-exteina corresponden al 
amino-terminal y carboxilo-terminal de la exteina res- 

ne o úectivamonta. Los residuos 131 a 550 corresponden, 

le el procesamiento del RNA de los revo Ala intolna, que se autoelimina en una reacción de 

Virus, las secuencias fanqueentes ios corte y empalme que genera la inteina ibre y la su- 

ехопев— son ligados para formar una sola. unidad А de la ОМА дігава. 

molécula (véase Sección 7.12). Reciente- 

mente se han descubierto una serie de reinas, son ligadas para formar una Única das y que la modificación se produce das- 

casos donde la información «extra» del деп proteína, en este caso una subunidad de рибе de la transcripción (удаве Sección 

өв eliminada en la proteína y no еп el ANA. la DNA pirasa. Las inteínas se autoproce- 7.14). Da igual manera, hay muchos más de 

pal es ara a РНЕ 

miento de proteínas» y el páptido interno tensa específica (una enzima que corta 7 

eliminado se denomina Inteína. Este pro- proteinas). Recuérdese que muchos intro- vigésimo primero») conocidos en las proto- 

ceso зө ha demostrado que ocurre enpro- пев se autocorian y empalman (vase inas, quo son el resultado de modifcacio- 

tainas especificas de Archaea, Bactería y Sección 7.12). пев covalentes post-traduccionalas, A veces. 

Eukarya. En la Figura 1, se muestra el pro- А igual que ocurría con el ANA, muchas ав modificaciones covalentes son reversi- 

¡ceso en el producto del gan gyrA de labac- оаа etapas de «procesamiento» son posi- bles y pueden ser importantes manoras de. 

toria Mycobacterium leprae. Nótese que las Ыев con las proteínas Ya mencionamos que regular la actividad enzimática (убаве Sec- 

"secuencias flanqueantes, denominadas ax- е! IANA contiene muchas bases modifica- ción 8.2). ® 


remos los mecanismos por los que las células pueden con- 
trolar la cantidad de una proteína sintetizada, Nuestra dis- 
cusión se ceñirá principalmente al control a nivel de la 
transcripción. Para que la transcripción se produzca, la 
RNA polimerasa debe reconocer un promotor específico en 
el DNA y comenzar a funcionar. La regulación de la trans- 
cripción implica generalmente a proteínas que se unen al 
DNA. Así, antes de discutir mecanismos reguladores es- 
pecíficos, trataremos de las proteínas que se unen al DNA. 


Proteína: 


А menudo, moléculas pequeñas están implicadas directa- 
mente en la regulación de la actividad de las proteínas. En 
el ejemplo mostrado en la Figura 8.4, los aminoácidos pro- 
lina y arginina se unen directamente a la enzima y la inhi- 
ben. En la regulación de la síntesis de enzimas, la Situación 
ез bastante diferente. Aunque las moléculas pequeñas es- 
tán frecuentemente implicadas en la regulación de la trans- 


cripción, rara vez lo hacen directamente. Sin embargo, 
afectan a la unión de ciertas proteínas llamadas proteínas 
reguladoras, a sitios específicos en el DNA, y son estas últi- 
mas proteínas las que realmente regulan la transcripción. 
En esta sección discutiremos unas cuantas propiedades ge- 
nerales de las proteínas que se unen al DNA 


Interacción de proteínas con ácidos nucleicos 

Las interacciones proteína-ácido nucleico son cruciales en 
la replicación, transcripción y traducción, así como en la re- 
gulación de estos procesos. Podemos distinguir dos tipos 
interacciones proteína-ácido nucleico; no específicas y es- 
pecificas, dependiendo de si la proteína se une a cualquier si- 
fio de la cadena de ácido писіеісо o de si la interacción es 
específica de una secuencia. Como un ejemplo de proteínas 
que no interaccionan con una secuencia específica mencio- 
пагетоз las histonas, proteínas que son extremadamente 
importantes en la estructura del cromosoma ерсагібісо 
(véase Sección 7.3), aunque son menos importantes en pro- 
cariotas. Las histonas son moléculas relativamente pequeñas 
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que tienen una alta proporción de aminoácidos cargados 
positivamente (arginina, lisina e histidina). El DNA tiene 
un gran número de grupos fosfato cargados negativamen- 
te hacia el exterior de la doble hélice. Dada su carga posi 
va, las histonas se combinan fuerte y relativamente con роса 
especificidad con el DNA cargado negativamente. La aso- 
ciación de las histonas con el DNA conduce а la formación 
Че nucleosomas, las unidades particuladas del cromosoma 
eucariótico (véase Sección 7.3). Estos mucleosomas son com- 
pactados aún más en estructuras de orden superior para ha- 
еге! DNA inaccesible. Si el DNA está cubierto con histonas, 
otras proteínas tales como la RNA polimerasa no será ca- 
раг de unirse y no será posible la transcripción. Ciertas pro- 
teinas pueden deshacer la estructura condensada del ОМА. 
Sin embargo, la pérdida de histonas no necesita conducir 
automáticamente a la transcripción sino, simplemente, deja 
el gen en disposición de ser activado por otros factores. In- 
duso después de la unión y comienzo de la transcripción, 
las RNA polimerasas eucarióticas necesitan factores protei- 
совевресїйсов para ayudarlas a elongar el RNA a través del 
DNA recubierto de proteína. 

Existe un número de proteínas que interaccionan con el 
DNA de una manera específica de secuencia, Estas interac- 
tiones se producen por asociación de las cadenas laterales 
delos aminoácidos de las proteínas con las bases, así como 
сол el fosfato y los azúcares. El surco mayor del DNA es, 
€n virtud de su tamaño, un lugar importante еп la unión 
de proteínas, La Figura 7.3 identifica varios de los átomos 
de los pares de bases presentes en el surco mayor que 
interactúan con proteínas. Para conseguir la especificidad re- 
querida en dichas interacciones, la proteína debe interac- 
шаг simultáneamente con más de una base del ácido 
ú'ucleico, frecuentemente con varias. Esto significa que una 

мейла con una secuencia específica de aminoácidos 

teraccionará con una secuencia específica de bases en el 
DNA. 

Ya se ha descrito una estructura en el DNA denominada 
repetición invertida (véase Figura 7.6). Tales repeticiones in- 
Vertidas son frecuentemente los lugares en los que las mo- 
léculas de proteína se combinan específicamente con DNA 
(Figura 8.7). Nótese que esta interacción no involucra la for- 
mación de estructuras cruciformes en el DNA. Las proteínas 
que interaccionan específicamente con el DNA son fre- 
úuentemente dimers, compuestos de dos cadenas polípep- 

| сав idénticas. En cada cadena polipeptídica existe una 
región, llamada dominio, que interacciona específicamente 
оп шпа región del DNA en el surco mayor. Cuando la pro- 
Айла interactúa con los dímeros de las repeticiones inverti- 
das, cada uno de los dímeros de la proteína se combina con 
tada una de las cadenas del DNA (Figura 8.7). Dado que la 
teina reconoce puntos de contacto asociados con pares de 

específicos, su unión es específica de secuencia. 


Estructura de las proteínas que 
зе unen al DNA 
estudios de la estructura de varias proteínas que se 
al DNA, tanto de procariotas como de eucariotas, 
Мел revelado algunos tipos comunes de subestructuras 
icas comunes que son aparentemente críticas para la 
Îinión correcta de muchas de estas proteínas al DNA. Uno 
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Repeticiones invertidas өп ві ОМА 


ЮЛЫ Proteinas que зө unen al ONA Muchas proteinas son 
meros que se combinan especificamente con dos sitios en ө! DNA. Las 
¡secuencias especificas өп sl ОМА que interaccionan con la proteína son 
"peticiones invertidas. Se muestra la secuencia de nucleótidos del ope- 
rador del operón lactosa у. өп sombreado, se muestran las repeticiones. 
invertidas, que son los sitios de contacto del represor lac соп ві DNA. 


de éstos se denomina motivo hélice-owelta-hélice (Figura 8.8). 
El motivo hélice-vuelta-hélice está formado por una se- 
cuencia de aminoácidos que forman una estructura secun- 
daria de a-hélice (la denominada hélice de reconocimiento 
que interactúa con el DNA), la cual está unida a una ве- 
cuencia de tres aminoácidos, el primero de los cuales es ge- 
neralmente una glicina que funciona para «curvar» la 
proteina (Figura 8.80). El otro extremo de la «vuelta» está 
conectado con una segunda hélice que estabiliza la prime- 
та por interacciones hidrofóbicas, y participa en la dimeri- 
zación (vénse más arriba). El reconocimiento de secuencias 
específicas de DNA se produce por una combinación de 
interacciones no covalentes, incluyendo puentes de hidró- 
репо y contactos de van der Walls (véase Sección 3.1) entre 
la proteína y los pares de bases del DNA. Muchas proteí- 
nas de unión al DNA de Bacteria muestran la estructura hé- 
lice-vuelta-hélice, entre las que se encuentran muchas 
proteínas represoras tales como el represor del bacteriófa- 
во lambda (Figura 8.80) y los represores lac y trp de Esche- 
richia coli (véase Sección 8.4). Se conocen más de 250 
proteínas con este motivo que se unen al DNA para regu- 
lar la transcripción. 

Otros dos tipos de subestructuras son comunes en las 
proteínas que se unen al DNA. Uno de éstos, el dedo de 
zinc, es muy común en proteínas reguladoras de eucario- 
tas. El dedo de zinc es una subestructura de la proteína 
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que, como su nombre indica, une un ion de zinc (Figura 
8.90). Lo más probable es que parte del «dedo» de ami 
noácidos creado forme una a-hélice y ésta interactúe con 
el DNA en el surco mayor. Típicamente existen al menos 
dos de tales dedos en la proteína implicada en la unión 
La otra subestructura proteica frecuentemente encontra- 
da en el DNA es la cremallera de leucina. Esta subestructu- 
ra está formada por las cadenas laterales de residuos de 
leucina espaciados cada siete aminoácidos, lo que de al- 


— Hélico estabilizadora 


Vuelta 


Hélico de reconocimiento 
w 
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Estructura һөїсө-овйа-һӘйсе de algunas proteinas 
ue se unen al DNA. (a) Modelo simplcado de los elementos de la 
álco-vueta-hólo. (s) Modelo por computadora del represor del bac 
teriótaqa lambda, una proteina tipica del tipo Һайсв муза ce. Una 
subunidad del represor dimérico se representa өп marrón oscuro y la 
ога en amarilo oscuro. Cada subunidad contiene una estructura héi- 
ce-vuelta-hêlice. Las coordenadas para generar esta imagen fueran 

obtenidas de la Base de Datos de Proteinas, Brookhaven, NY. 


несе de reconocimiento. 


— reconocimiento ~ 
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ШИШ e IRAN де sabores ancoriadas 
an proteinas eucarióticas que зе unen al РМА Las u-hélos están re 
presentadas por ciindros. Las hélices de reconocimiento son os dom. 
ios impicados en la unión а DNA. (a) Estructura del dedo de zine. Loa 
эттоёскКа que mantienen el zinc өп su posición siempre incluyen дов 
residuos de cisteina (C) siendo los otros histkinas (н) () Estructura де 
ia cremallera de cia, Los residuos de eucina (mostrados en amarlo) 
están espaciados exactamente cada sete aminoácidos. La interacción 
‘entre las cadenas laterales де las leucinas ayuda a Marlene as doa ће. 
ices juntas. 


guna manera recuerda a una cremallera. A diferencia de 
la hélice-vuelta-hélice, la cremallera de leucina no parece 
interaccionar con el propio DNA pero sirve para mante- 
ner otras dos hélices en la posición correcta para unirse 
al DNA (Figura 8.9b). 

Una vez que una proteína se combina con un sitio es- 
pecífico del DNA, puede producirse un número de efec- 
tos. En algunos casos, la proteína es una enzima que ejerce 
alguna acción específica en el DNA, tal como la RNA po- 
limerasa, que hace RNA utilizando DNA como molde. En 
otros casos, la proteína que se une puede bloquear la trans 
cripción (regulación negativa, véase Sección 8.5) o puede 
activarla (regulación positiva, véase Sección 8.6) 
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/__8.4 Revisión de conceptos 


Ciertas proteínas pueden unirse al DNA a causa de interaccio- 
nes especificas entre ciertas regiones de las proteínas y regio- 
nes específicas del DNA. En algunos casos, las interacciones no 
son especificas de secuencia, pero en otros sí. Las proteínas que 
se unen a ácidos nucleicos pueden ser enzimas que usan los áci- 
dos nucleicos como sustratos, o pueden ser proteínas regula- 
doras que afectan a la función de los genes. 


Y ¿Quées un dominio proteico? 


Y ¿Por qué algunas interacciones son específicas de ciertas se 
cuencias en el DNA? 


| ез | Control negativo de la transcripción: 
inducción 


La transcripción es la primera etapa en el lujo de la in- 
formación biológica donde es relativamente simple incre- 
mentar la expresión de un gen con respecto а otro. Si un 
gen se transcribe con más frecuencia que otro, habrá ma- 
yor abundancia de su mRNA en la célula y, por tanto, una 
mayor cantidad de la proteína correspondiente. Incluso 
Jas proteínas constitutivas pueden ser requeridas en di 
ferentes cantidades. Altos niveles de transcripción son 
consecuencia de que el promotor del gen se acerca a la 
secuencia consenso (véase Sección 7.9), mientras que se pro- 
ducen altos niveles de traducción si la secuencia Shine- 
Dalgarno del gen es complementaria con el rRNA 165 
(véase Sección 7.15), Estas secuencias están fijadas y sirven 
para mantener la expresión de un gen a un nivel deter- 
minado. 

En el resto del capítulo no trataremos, sin embargo, de 
las fuerzas relativas de los diferentes promotores o de la 
eficiencia de la iniciación de la transcripción de un 
mRNA particular, sino sobre cómo puede alterarse de una 
manera regulada el nivel de expresión de un gen indivi- 
dual 

En la Sección 82, consideramos cómo las células regu- 
lan la actividad enzimática. Ahora, comenzaremos а consi- 
élulas regulan la síntesis de enzima 


derar cómo las 
Se conocen varios mecanismos diferentes para con- 
trolar la síntesis de enzimas en bacterias, y todos están 


muy influenciados por el ambiente en el que el organismo 
ем creciendo, en particular por la presencia o ausencia 
де pequeñas moléculas específicas. Estas moléculas pue 

den interaccionar con proteínas específicas, como las pro- 
Хоа que se unen al DNA que acabamos de describir, y 
rolan la transcripción, о, más raramente, la tad» 

п. 

Comenzamos nuestra discusión describiendo la repre- 
sión y la inducción, formas simples de regulación que go- 
Tiernan la expresión génica a nivel de transcripción. En esta 
Sección abordaremos solamente el control negativo de la 
transcripción; un tipo de control cuyo mecanismo regula- 
dor implica la parada en la transcripción. 


Represión enzimática 
¡entemente, las enzimas que catalizan la síntesis de 
producto específico no se sintetizan si este producto 


está presente en el medio. Por ejemplo, las enzimas im- 
plicadas en la formación del aminoácido arginina son sin- 
tetizadas sólo cuando la arginina está ausente del medio 
de cultivo; la adición de arginina al medio reprime la sin- 
tesis de estas enzimas, Como se indica en la Figura 8.10, 
sî se añade arginina a un cultivo creciendo exponencial- 
mente en un medio carente de este aminoácido, el creci- 
miento continúa a la misma velocidad, pero la formación 
de las enzimas implicadas en la síntesis dı 
tiene. Nótese que se trata de un efecto es 
síntesis del resto de las enzimas de la célula continúa a la 
misma velocidad. 

La represión enzimática es un fenómeno muy común 
en bacterías; se produce como un mecanismo de control 
de la síntesis de una amplia variedad de enzimas impli- 
cadas en la biosíntesis de aminoácidos, purinas y piri- 
midinas. En casi todos los casos, es el producto final de 
una ruta biosintética particular el que reprime las enzi- 
mas de la ruta. En estos casos, la represión es bastante es- 
pecífica y el proceso no suele tener efecto en el resto del 
metabolismo celular, La importancia de este mecanismo 
para el organismo es obvia ya que garantiza que el or- 
ganismo no gasta energía en la síntesis de enzimas inne- 
cesarias. 


Inducción enzimática 

Un fenómeno complementario a la represión es la induc 

ción enzimática, en la que la síntesis de una enzima sólo se 
produce cuando su sustrato está presente. La Figura 8.11 
muestra este proceso en el caso de la enzima f-galactosi- 
dasa, implicada en la utilización de la lactosa. Si la lactosa 
está ausente del medio, la enzima no se sintetiza, pero su 
síntesis comienza casi inmediatamente después de la adi- 
ción de lactosa. Las enzimas implicadas en el catabolismo 


Incremento relativo 


Represión delas enzimas implicadas en la sintesis de 
arginina por adición de arginina al medio, Nótese que la velocidad de 
Sintesis de proteinas no se modifica. 


IE эсс dla enzima p-galactosidasa al añadir iac- 
tosa al medio. Nótese que la velocidad de síntesis де proteínas no se 
modifica. 


de fuentes de carbono y energía son frecuentemente indu- 
cibles. De nuevo, es posible apreciar el valor de este me- 
canismo para el organismo, ya que proporciona un medio 
de impedir la síntesis de una enzima hasta que no se ne- 
cesita. 

La sustancia que inicia la inducción enzimática se Ila- 
ma inductor, y la sustancia que reprime la producción se 
llama correpresor; estas sustancias, que son siempre ре- 
queñas moléculas, a menudo se denominan colectiva- 
mente efectores. No todos los inductores y correpresores 
son sustratos o productos finales de las enzimas de la ruta. 
Por ejemplo, los análogos de estas sustancias pueden in- 
ducir o reprimir incluso cuando no sean sustratos de la 
enzima. El isopropiltiogalactósido (IPTG) es un inductor 
de la B-galactosidasa aun cuando no es hidrolizado por la 
enzima, No obstante, en la naturaleza, los inductores y co- 
represores son probablemente metabolitos celulares nor- 
males, 


Mecanismo de represión e inducción 
La inducción o represión de enzimas ocurre a nivel de 
transcripción; la síntesis de enzimas se controla por la ini- 
ciaciación o terminación de la producción de mRNA para 
una enzima particular o un grupo de enzimas. ¿Cómo pue- 
den los inductores y correpresores afectar a la transcrip- 
ción de una manera específica? Lo hacen indirectamente, 
combinándose con proteínas reguladoras específicas que, 
a su vez, afectan la síntesis de RNA. En el caso de una en- 
zima reptimible, el correpresor (por ejemplo, la arginina) 
se combina con una proteína represora específica o терге- 
sor, el represor de arginina, que está presente en la célula 
(Figura 8.12). El represor es una proteína alostérica (véanse 
Secciones 8.2 y 8.4), que altera su conformación cuando el 
согтергевог ве combina con él. Este represor alterado pue- 
de combinarse con una región específica del DNA cerca del 
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Proceso de la represión enzimática. (а) La tranacrip- 
ción del operón осите porque ві represor es incapaz de unirse al ope- 
rador. (b) Una vez que un compresor (molécula pequeña) se une al 
represor, el represor se une al operador y bloques la transcripción; no 
зе sintetizan ni el mRNA ni las proteínas que codifica. En el caso del 
ореол argCBH, el represor seria el represor de la arginina y el corre- 
presor el aminoácido arginina. 


promotor del gen, la región operadora. Esta región dio su 
nombre al operón, que, como ya se ha indicado (véase Sec- 
ción 7.11), es un grupo de genes cuya expresión está bajo 
el control de un único operador. Todos los genes de un 
operón se transcriben como una unidad originando un 
único mRNA. El operador está cerca del promotor, que es 
donde se inicia la síntesis de mRNA, Si el represor se une 
al operador, se bloquea la síntesis de mRNA, ya que la 
RNA polimerasa no puede unirse o continuar (depen- 
diendo de la localización exacta del operador). Así, la pro- 
teina o proteínas especificadas por este mRNA no pueden 
ser sintetizadas. Si el mRNA es policistrónico, todas las pro- 
teínas codificadas рог este mRNA estarán reprimidas. 

La inducción enzimática puede controlarse también 
por un represor. En este caso, la situación es la contraria 
a la que acabamos de describir. El represor es activo en 
ausencia del inductor, estando completamente bloquea- 
da la síntesis de mRNA, pero cuando se añade el induc- 
tor se combina con el represor y lo inactiva. Una vez 
superada la inhibición de la síntesis de mRNA, pueden 
sintetizarse la enzima o enzimas en cuestión (Figura 
8.13), Todos los sistemas que implican represores com- 
parten un mismo mecanismo, que es la inhibición de la 
síntesis de mRNA por la acción de represores especifi- 
сов que están a su vez bajo el control de pequeñas mo- 
léculas específicas, inductores y correpresores, Dado que 
la acción de los represores es inhibitoria, la regulación 
por este mecanismo se conoce normalmente como con- 
trol negativo. 


/_ 8.8 Revisión de conceptos 


La cantidad de una enzima en la célula puede controlarse a 
mentando (inducción) o disminuyendo (represión) la cantidad 
de mRNA que codifica la enzima. La regulación transcripcio- 
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Proceso de inducción enzimática utilizando un repre- 
вох (a) Una proteína represora se una a la región del operador y bloques. 
la acción de la RNA polimerasa. (Б) Una molécula inductora se une al 
represor y lo inactiva de manera que no puede unirse ya al operador. 
La RNA polmerasa transcribe y se forma el mANA de ese operón. En 
9 caso del operón lac al represor sería ol represor lac, y el inductor 
sería alolactosa. 


nal implica proteínas reguladoras que se unen al DNA y a pe- 
queñas moléculas llamadas efectores. En el control negativo de 
la transcripción, la proteína reguladora se denomina represor 
У funciona inhibiendo la síntesis de mRNA. 

# {Ооё ез el «control negativo» de la transcripción? 


/ Сето inhibe un represor la síntesis de mRNA especí- 
fico? 


Control positivo 
de la transcripción 


La represión representa un tipo de regulación llamado 
control negativo. El elemento controlador -la proteína re- 
ргевога- produce la represión de la síntesis de mRNA. 
Aunque el represor tiene un papel negativo, un sistema 
que utiliza un represor puede controlar la inducción en- 
танса, como vimos en el caso de la f-galactosidasa. Sin 
embargo, se ha descrito otro tipo de control, denomina- 
do control positivo. En el control positivo, una proteína re- 
'guladora promueve la unión de la RNA polimerasa, de 
manera que se incrementa la síntesis de mRNA. Consi- 
deraremos ahora un sistema que implica regulación po- 


sitiva: la regulación del catabolismo de la maltosa en 
hia coli. 


regulón maltosa 
enzimas para la utilización de la maltosa en Escheri- 
coli se sintetizan después de la adición de este azú- 


car al medio de cultivo. El modelo de inducción de es- 
tas enzimas sigue el mostrado para la f-galactosidasa en 
la Figura 8.11, pero en este caso es la maltosa, en lugar 
de la lactosa, la que actúa como inductor, La síntesis de 
las enzimas para la utilización de la maltosa se controla 
a nivel de transcripción, pero por una proteína activa- 
dora, по por un represor. La proteína implicada en la acti- 
vación mediada por maltosa no puede unirse al ОМА а 
menos que se una primero la maltosa, que es el efector, 
Cuando la proteína activadora se une al DNA, permite 
a la RNA polimerasa comenzar la transcripción (Figura 
8.14). Los activadores, como los represores, reconocen 
secuencias específicas en el DNA. La secuencia que sir- 
ve de sitio de unión del activador no se denomina ope- 
rador, sino sitio de unión del activador. A pesar de ello, los 
genes controlados por estos sitios se llaman también 
operones. 

En el control negativo, el represor se une al operador 
y bloquea la transcripción ¿Cómo funciona una proteína 
activadora? Los promotores controlados positivamente 
tienen secuencias nucleotídicas que no son reproduccio- 
nes exactas de la secuencia consenso (vénse Figura 7.27). 
Incluso con el factor sigma correcto, la RNA polimerasa 
tiene dificultades en reconocer estos promotores. La pro- 
teína activadora, cuando está unida al DNA, ayuda a la 
RNA polimerasa a reconocer al promotor о а comenzar la 
transcripción. La proteína activadora puede causar un 
cambio en la estructura del DNA, quizá curvándolo (Pi- 


IET солто positivo de la inducción enzimática. (a) En 
Ausencia de un inductor, ni la proteína activadora ni la RNA polime- 
rasa pueden unirse al DNA. (b) Una molécula inductora se une a la 
proteína activadora, que a su vez se une al sitio de unión del activa- 
dor. Esto permite a la RNA polimerasa unirse al promotor y comen- 
zar la transcripción. En el caso del operón malEFG, la proteina 
activadora sería la proteína activadora de maltosa y el inductor seria 
la maltosa. 
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gura 8.15), permitiendo a la RNA polimerasa contactar 
apropiadamente con el DNA. La proteína activadora pue- 
de también interactuar directamente con la RNA polime- 
rasa. Este hecho puede producirse cuando el sitio de 
unión del activador está cerca del promotor (Figura 8.160) 
о cuando está cientos de pares de bases más lejos (Figu- 
ra 8.16) 

Los genes necesarios para la utilización de la maltosa 
están repartidos en varios operones, cada uno de los cua- 
les posee un sitio activador al que puede unirse la protei- 
na activada por maltosa, Cuando hay más de un operón 
regulado por una sola proteína reguladora, se dice que es- 
tamos en presencia de un regulón. Рог tanto, las enzimas 
рага la utilización de la maltosa están codificadas por el re- 
gulón maltosa, También se conocen regulones para opero- 
пез con control negativo. Las enzimas para la biosíntesis 
de arginina (véase Sección 8.5) son codificadas por el regu- 
lón arginina, cuyos орегопез están todos bajo el control de 
la misma proteína represora, Uno de estos operones se 
mostró en la Figura 8.12. 

Muchos genes de Escherichia coli poseen promotores 
bajo control positivo, y muchos otros promotores están 
bajo control negativo. Sin embargo, se conocen otros ti- 
pos de regulación. Además, muchos genes (quizá la ma- 
yoría de ellos) o bien tienen un promotor con múltiples 
tipos de control o tienen más de un promotor, ¡cada uni 
соп su propio sistema de control! En muchos casos exis- 
ten niveles de control, estando la expresión génica regu- 
lada tanto por efectores específicos relacionados con la 
función de un gen particular (tal como el regulón de la 
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varios operones, El esqueleto de carbonos de asta proteina se mues 
ira en azul y púrpura. La proteina está unida a la doble Месе Gel ОМА, 
ue so muestra en amarilo у azul claro. Nótese que la union de esta 
proteina ai DNA ha producido en ése una curvatura де саш 90”. Re- 
producido con permiso de S. Schutz, G. Shields y Т. Stat, 1991 
Science 253: 1001-1007. © 1991, AAAS, 
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ЯМА polimerasa. (а) El sitio de unión del activador está cerca del pro- 
motor. (©) El sito de unión del activador está a varios cientos de pares 
de bases del promotor, En este саво, el DNA debe doblarse para per- 
тан el contacto entre el activador y la RNA polimerasa, 


maltosa que responde a maltosa), como por efectores 
más generales que responden a aspectos más globales 
del metabolismo. En realidad, tanto el operón lactosa 
como el regulón de la maltosa responden a tal sistema 
regulador global. Discutiremos este sistema en la sección 
siguiente. 


8.8 Revisión de conceptos 


Los reguladores positivos se llaman proteínas activadoras, Se 
unen a sitios de unión en el DNA y estimulan la transcripción 
de la RNA polimerasa. La actividad de la proteína activadora, 
como la de la proteína represora, se ve modificada por la acción 
de efectores. Para el control positivo de la inducción enzimáti- 
ca, el efector promueve la unión de la proteína activadora y es- 
timula la síntesis de mRNA. 


4 Compare y contraste las actividades de una proteína acti 
vadora y шпа гергезога. 


2 Distinga entre un operón y un regulón, 


K 3.7 | Control global y el operón lac 


A menudo, un organismo necesita regular muchos ge- 
nes diferentes en respuesta a un cambio en el media 
ambiente. Los mecanismos reguladores que responden 
a señales ambientales mediante la regulación de la ex- 
presión de muchos genes se denominan sistemas de сот 
trol global. 

Nuestras discusiones anteriores (Secciones 8,5 y 8.6) 
то consideraban la posibilidad de que el ambiente en el 
que se encontraban las células podía contener varias 
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fuentes de carbono que la bacteria podía utilizar. Muchas 
bacterias, tal como Escherichia coli, pueden utilizar una 
amplia variedad de fuentes de carbono. 

Sería un despilfarro inducir enzimas del metabolismo 
де la lactosa o maltosa sí las células están ya creciendo en 
una fuente de carbono que pueden utilizar más eficiente- 
mente. De hecho, una de las redes reguladoras globales, la 
represión catabólica, evita estos problemas. 


Represión catabólica 

En la represión catabólica está inhibida la síntesis de una 
gran variedad de enzimas no relacionadas, principal- 
mente catabólicas, cuando las células crecen en un medio 
que contiene una fuente preferida de energía, tal como la 
glucosa. La represión catabólica se conoce también como 
efecto glucosa ya que este azúcar fue la primera sustan- 
cia con la que se demostró, aunque en algunos organis- 
тов esta forma de represión enzimática está causada por 
otras fuentes de carbono, La represión catabólica asegu- 
ra que el organismo utiliza en primer lugar la fuente de 
carbono y energía más fácilmente asimilable, tal como la 
glucosa. 

Una consecuencia de la represión catabólica es que 
puede conducir al crecimiento díaúxico cuando las dos 
fuentes de energía están presentes simultáneamente en el 
medio y la enzima necesaria para la utilización de una de 
ellas está sujeta a represión catabólica. En el crecimiento 
diaúxico, el organismo crece primero sobre una fuente de 
energía, habiendo luego un corto lapso de tiempo antes 
de que el crecimiento se reasuma utilizando la segunda 
fuente de energía, Este fenómeno se ilustra en la Figura 
817 para un crecimiento en una mezcla de glucosa у lac- 
tosa. La enzima B-galactosidasa, que es responsable de la 
utilización de la lactosa, es inducible, pero, a la vez, su 
sintesis está sujeta a represión catabólica, Así, en tanto en 


Densidad celular relatva ( — } 


Nivel relativo de P-galactosidasa ( — | 


N FT R ар 
Tiempo h) 


UILI Orscimiento dáusico en una mezcla de glucosa y ac- 


losa, La glucosa reprime la síntesis de [i-galactosidasa. Cuando se 
gota la glucosa, se produce un periodo de latencia hasta que se sin- 
ега la f-galactosidasa, у entonces puede reanudarse el crecimiento. 
en lactosa, aunque a menor velocidad. 


cuanto exista glucosa en el medio, la B-galactosidasa no 
se sintetiza; el organismo crece en glucosa y no utiliza la 
lactosa. Cuando se agota la glucosa, termina la represión 
catabólica. Después de un periodo de latencia se sinteti- 
za la f-galactosidasa y se inicia el crecimiento en lactosa. 
Nótese en la Figura 8.17, que las células crecen más rá; 
damente en glucosa. Por tanto, la represión catabólica 
asegura que las células utilicen la mejor fuente de carbo- 
no primero. 

¿Cómo funciona la represión catabólica? La represión 
por catabolito implica el control transcripcional por una 
proteína activadora (véase Sección 8.6) y es, por tanto, un 
tipo de control positivo. En el caso de enzimas reprimibles 
рог catabolito, la unión de la RNA polimerasa al DNA sólo 
tiene lugar si se une primero otra proteína denominada 
proteína activada por catabolito (CAP). Como proteína 
alostérica, CAP se une al DNA sólo si ha unido primero 
una pequeña molécula llamada adenosín monofosfato ciclico 
о AMP cíclico (véase Figura 8.15). Por este motivo algunos 
científicos se refieren a esta proteína como proteína recepto- 
та de САМР (СКР). El AMP cíclico (Figura 8.18) es un ele- 
mento clave de control, no sólo en bacterias sino también 
en eucariotas. El AMP cíclico ве sintetiza a partir de АТР 
рог una enzima llamada adenilato cíclasa. Altos niveles in- 
tracelulares de glucosa (vénse Figura 4.26) inhiben la sinte- 
sis de AMP cíclico y estimulan su transporte al exterior, 
Asi, cuando la glucosa se transporta dentro de la célula, el 
nivel de AMP cíclico baja, y no tiene lugar la unión de la 
RNA polimerasa al promotor. Por tanto, la represión por 
catabolito es en realidad el resultado de una carencia de 
AMP cíclico y puede subsanarse por simple adición de este 
nucleótido al medio de cultivo. 

Aunque pueda parecer un sistema regulador positivo 
simple (Figura 8.14), cada uno de los operones controla- 
dos por САР también está bajo el control de una proteína 
reguladora específica. Por tanto, la represión por catabo- 
lito modula varios sistemas reguladores no relacionados 

еп consecuencia, es un buen ejemplo de control global, 
En presencia de glucosa, la represión por catabolito pre- 
viene la expresión del resto de operones catabólicos que 
están bajo este elemento controlador global, La Figura 
8.19 muestra la región reguladora completa del operón 
lactosa (operón lac). Para que la transcripción tenga lu- 
gar, deben cumplirse dos requerimientos: (1) el nivel de 
AMP cíclico debe ser suficientemente alto de modo que 
САР se una a su sitio (control positivo) y (2) debe haber 
un inductor tal como la lactosa para que el represor no 
bloquee la transcripción por unión al operador (control 
negativo). 


IAEA E monotostaro de adenosina ciclico (AMP clica, 


CAMP) se produce а partir de ATP por la enzima adenllto ciclasa. 
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БЛП болото genáticos implicados өп a regulación del operón lactosa. Е primer gn de esta operó, lacZ, coca la enzima 
Feguictonidasa, que отива а lactosa (зе Pigura 8.13) El operon contiene tros dos genes que también están implicados en el metabo- 
lomo de la lactosa. Esta Igura muestra ш región que Controla est operon Las dos mitades del operador (donde se uniia represor) son re- 
peticiones inveridas casi perfectas. También existen repeticiones Inveridas өп ls de unión de САР aunque son menos perfectas. El ato 
Чы rico dela transcripción estaria localizado en el DNA exactamente en el extremo 5 ‘del MANA. La localización dela secuencia -35 у de la 
сд Prbnow que son parte del promotor (véase Figura 7.27) se muestran tambán. Finalmente, se presentan la localización de los pares е 
Bases que cociican ш secuencia Shine-Dalgarno yl собол de iniciación Estas dos dimas secuencias son funcionales өп el mRNA базе Sec- 


ción 7.13) 


Y 8,7 Rovisión de conceptos 


Los sistemas de control global responden a señales del am- 
biente y regulan la expresión de muchos genes simultánea- 
mente. La represión catabólica es un sistema de control global, 
y sirve para ayudar a las células a hacer un uso más eficiente 
Че las fuentes de carbono. El operón lac está bajo el control de 
la represión catabólica así como bajo su propio sistema regula- 
dor. 


22 Explique cómo la represión catabólica puede implicar una 
proteina activadora. 


Explique cómo el operón lac es regulado positiva y negati- 
vamente. 


IV REGULACIÓN DE LA 
TRANSCRIPCIÓN: OTROS 
MECANISMOS 


Hemos descrito unos cuantos mecanismos fundamentales 
utilizados por las células para regular la transcripción de 
sus genes. Los represores pueden utilizarse para inhibir la 
transcripción en los sistemas de control negativo, y las pro- 
teínas activadoras pueden activar la transcripción en los 
sistemas de control positivos. Hemos visto también que 
existe más de un nivel de control en la regulación de la ex- 
presión de genes específicos. En las siguientes secciones 
discutiremos otros mecanismos utilizados por las células 
para regular la transcripción. 


| з.в | Atenuación 


Algunos sistemas de regulación no implican proteínas re- 
guladoras que se unen al DNA. Un proceso regulador de 
este tipo se llama atenuación. La palabra atenuación sig- 


nifica disminuir la cantidad. Previamente, hemos descri- 
to la regulación de la transcripción en la iniciación; esto 
es, represores que bloquean la síntesis de RNA y proteí- 
nas activadoras que la favorecen. En la atenuación de la 
inscripción, el control tiene lugar después de la inicia- 
ción de la síntesis de RNA pero antes de su terminación, 
Esto es, el número de transcritos completos de un gen o de 
un operón se reduce, aunque el número de los iniciados 
no lo hace. La mayoría de los primeros ejemplos de ate- 
nuación conocidos implican la regulación de genes que 
controlan la biosíntesis de aminoácidos en Bactería Gram- 
negativas. El primero de estos sistemas en describirse fue 
el operón triptófano en Escherichia coli, y en él nos centra 
remos. 


Atenuación y el operón triptófano 

El operón triptófano contiene genes estructurales para 
cinco proteínas de la ruta biosintética del triptófano, ade- 
más del promotor y secuencias reguladoras al comien- 
zo del operán (Figura 820). Como muchos operones, el 
operón triptófano tiene más de un tipo de regulación. La 
primera enzima de la ruta, antranilato sintetasa (una en- 
zima multiproteica codificada por IrpD y IrpE) está so- 
metida a retroinhibición por triptófano (véase Sección 
8.2). Además, la transcripción del operón está bajo el con- 
trol de un represor, y una de las secuencias reguladoras 
es un operador al que puede unirse el represor del trip- 
tófano. 

Además de las regiones del promotor (Р) y del opera- 
dor (О), existe una secuencia denominada secuencia lí- 
der, que codifica un polipéptido que contiene repeticiones 
en pareja de codones para triptófano cerca de su inicio y 
funciona como un atenuador (Figura 8.20). Si la célula tie- 
ne mucho triptófano, se sintetiza péptido líder; por el cor- 
trario, si el suministro es escaso по se sintetiza. El aspecto 


sorprendente es que la síntesis del péptido líder da lugar 
a la terminación de la transcripción del resto del operón, 
que incluye los genes estructurales para la síntesis de las 
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ШШДЕ La estructura del operón y lider del triptótano y de 
otros péptidos lideres en Escherichia coll, (a) Organización del ope- 
тбл del tnptófano. Nótese que el líder (L) codifica para un péptido 
¡orto que contiene dos residuos de Iriptófano cerca de su extremo 
hay un coción de parada tras в! codón de Ser). El promotor se Indi- 
а con P y el operador con O. Los genes indicados, de IE a PA, 
сосал las enzimas implicadas өп a biosíntesis de triptófano. (b) Se- 
"cuencia de aminoácidos de otros páptidos líderes sintetizados өп 
олов орегопев blosintáticos. Dado que la isoleucina se sintetiza a 
рали de la treonina es un componente importante del péptido ider de 
laveonna 


enzimas biosintéticas. Si la síntesis del péptido se bloquea 
a la deficiencia en triptófano, entonces tiene lugar 

la transcripción de cada uno de los genes del operón. 
¿Cómo puede la traducción de un péptido líder regular 
Iranscripción del resto de los genes del triptófano? Esto 
Puede explicarse si consideramos que ambos procesos 
simultáneamente en procariotas (Figura 8.21). Así, 
tras está teniendo lugar la transcripción de las se- 
s de DNA distales, ya ha comenzado la traducción 
los transcritos proximales. Esto se debe a que a medi- 
que el RNA se separa del DNA, se unen los ribosomas 
[comienza la traducción. La atenuación (parada de la 
ipción) ocurre porque una parte del RNA recién 
jtetizado se pliega formando una lazo bicatenario se- 
lo por una secuencia de uracilos, es decir, se forma 
señal de parada para la RNA polimerasa (véase Figu- 
728). Las estructuras de bucles con tallo formadas por 
[MRNA tiene lugar por la existencia de secuencias nu- 
licas cercanas que son complementarias entre sí y 
¡ten el apareamiento de bases, Si hay abundancia de 
Хало, los ribosomas traducirán la secuencia líder has- 
гаї codón de parada. El resto del RNA líder pue- 
Ё adquirir entonces una estructura en bucle o sitio de 
de la transcripción, seguida de la secuencia rica en 
lo que es la que causa la terminación. Sin embargo, 
triptófano escasea, el ribosoma se detiene en un co- 
¡de triptófano; la presencia del ribosoma detenido per- 
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ШШЕ] соло se а transcripción de los genes estructura" 
les del operón triptófano por atenuación en Escherichia сой. El pép- 
tido lider es codificado por las regiones 1 y 2 del mRNA. Dos regiones 
де mRNA naciente son capaces de formar estructuras en forma de 
bucle, 2:3 y 3:3. En exceso de tiptófano, el ribosoma traduce el pép- 
tido lider completo, y así la región 2 no puede aparearse con la re- 
gn 3, Entonces, las regiones 3 y 4 se aparean y forman un bucle 
que determina la parada de la RNA. Si la traducción se bloquea рог 
falta de tiptófano, se forma un bucle a través del apareamiento 2:3, 
no ве forma un bucle 3:4, y la transcripción continúa pasado el pép- 
tido lider, 
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mite, a su vez, la formación de un bucle alternativo (sitios 
2 y 3 en la Figura 8.21). Este bucle по es una señal de ter- 
minación, y, efectivamente, impide que se forme el termi- 
nador (sitios 3 y 4 en la Figura 8.21). La RNA polimerasa 
pasa por la región no plegada y comienza la transcripción 
de los genes estructurales. Así pues, vemos cómo la ate- 
nuación es un sistema altamente integrado en el que la 
transcripción y la traducción interaccionan, estando la ve- 
locidad de transcripción influenciada por la velocidad de 
traducción 

En el operón triptófano, existen dos mecanismos dis- 
tintos de regulación de la transcripción: la represión y la 
atenuación. La represión es un mecanismo que tiene efec- 
tos drásticos en la velocidad de síntesis de enzimas, mien- 
tras que la atenuación representa un control más fino. 
Trabajando juntos, ambos mecanismos regulan con preci- 
sión la síntesis de las enzimas biosintóticas del triptófano, 
y, por tanto, la biosíntesis del aminoácido. En Escherichia 
coli también se ha observado atenuación en las rutas bio- 
sintéticas de la histidina, treonina-isoleucina, fenilalanina 
y otros aminoácidos y metabolitos esenciales, Como se 
muestra en la Figura 8.200, el péptido líder que controla 
el operón biosintético de cada aminoácido es rico en ese 
aminoácido particular, El operón his es dramático a este 
respecto, ya que su líder contiene siste histidinas seguidas 
hacia el final del péptido (Figura 8.200), Este segmento 
más largo de codones reguladores confiere un mayor 
efecto a la atenuación, que podría compensar la ausencia 
Че control negativo en el operón his. 


Otros mecanismos de atenuación 

Las Bacteria Gram positivas, como Bacillus, también uti- 
lizan la atenuación para regular ciertos operones de la 
biosíntesis de aminoácidos. Como en Bactería Gram ne- 
gativas, los mecanismos también implican atenuación 
de la transcripción y estructuras secundarias alternati- 
vas, que en determinada configuración causan termina- 
ción, Sin embargo, los mecanismos son independientes 
de la traducción, y utilizan, en lugar del ribosoma acti- 
vo, una proteína que se une al RNA, Esta proteína se 
une como resultado de su interacción con un efector, en 
algunos casos un КМА, pero en otros es el mismo ami- 
noácido, En el operón triptófano de Bacillus subtilis la 
proteína se llama proteína trp de atenuación, y en presen- 
cía del aminoácido triptófano se une al líder y favorece 
la terminación de la transcripción. Si el triptófano es 
limitante, la proteína no se une y la transcripción tiene 
lugar, 

Se conocen muchos casos en los que la atenuación im- 
plica genes no relacionados con la biosíntesis de aminoáci- 
Чо», y, obviamente, el mecanismo no implica la evaluación 
dela cantidad de aminoácido. En Escherichia coli algunos de 
los operones implicados en la biosíntesis de pirimidinas 
están regulados por atenuación, y ocurre lo mismo con los 
genes de la biosíntesis de pirimidinas en Bacillus. Los me- 
canismos son, sin embargo, bastante diferentes, En Е. coli 
está implicado el RNA líder, pero en Bacillus по existe aco- 
plamiento entre la transcripción y la traducción. En su lu- 
gar, una proteína que une RNA controla las estructuras 
altemativas del mRNA. 


Finalmente, se conoce un tipo de regulación deno- 
minada atenuación traduccional. En estos casos, la tra- 
ducción del péptido líder previene la Iraducción del gen 
siguiente en el mRNA policistrónico. El mecanismo im- 
plica aparentemente la accesibilidad de la secuencia Shi- 
ne-Dalgarno del gen regulado (véase Sección 7.15). La 
atenuación traduccional regula también la expresión de 
varios genes de resistencia a antibióticos en Bacteria 
Стат positivas. 


/_ 8.8 Revisión de conceptos 


La atenuación es un mecanismo en el que la expresión génica 
(típicamente a nivel de la transcripción) se controla después de 
la iniciación de la síntesis de RNA. La mayoría de los mecanis- 
mos de atenuación implican un acoplamiento de la transcrip- 
ción y la traducción, y pueden, por tanto, producirse solamente 
єп procariotas. 


4 ¿Porqué los sistemas de control que implican acoplamien- 
to de transcripción y traducción sólo tienen lugar en proca- 
riotas? 

4 Explique cómo la formación de una estructura cruciforme 
єп el RNA puede bloquear la formación de otra 


кн redes de control 


En la Sección 8.6, discutimos el hecho de que los orga- 
nismos tienen sistemas de control global que regulan mu- 
chos genes simultáneamente en respuesta a una señal 
ambiental específica. En esa sección discutimos la re- 
presión catabólica en Escherichia cali, Sin embargo, exis- 
ten varios sistemas de control global diferentes; en la 
Tabla 8.1 se muestran algunos de los descritos en E. coli, 

Los sistemas de control global incluyen frecuente: 
mente más de un regulón (vénse Sección $7). Algunas ve- 
ces. el término modular se utiliza para describir un гира 
de genes que pueden responder a una proteína regula- 
dora común incluso cuando son miembros de diferentes 
regulones (y, en consecuencia, tienen al menos otro tipo 
de control). A veces, el término estimulón se utiliza а vê 
сез para describir un grupo de genes que responden a la 
misma señal ambiental. Tal grupo de genes puede ser 
muy grande y las vías reguladoras muy complejas. La re- 
alidad es que muchos genes obedecen a más de un siste- 
ma de control global. 


Factores sigma alternativos 
Los genes que pertenecen a sistemas de control global 
no usan una simple combinación de represores y acti- 
vadores para llevar a cabo la regulación. Varios de ellos 
implican factores sigma alternativos, algunos de los cuales 
se muestran en la Tabla 8.1, y еп estos casos, la regula- 
jón se produce por cambios en la cantidad о en la acti- 
vidad de estos factores, 
Recordemos que el factor sigma es la subunidad de la 
RNA polimerasa responsable del reconocimiento del pro 
motor (véase Sección 7.8). La mayoría de los genes de Es- 
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TABLA 8.1 Algun 


Respiración aeróbica 
Respiración anaeróbica 
Represión catabólica 
Choque térmico 
Utilizacion de nitrógeno 
Estris onidativo 
Respuesta SOS 


Presencia de oxigeno 
Ausencia de oxígeno, 
Concentración de САМР 
Temperatura 

Limitación de NH; 


Represor (ArcA) эн 
Activador (PNR) 70 
Activador (САР) wo» 
Sigma ahtemativo (a) » 
Activador (NR)/sigma alternativo (0%) 12+ 
Activador (OxyR) мн 
Represor (LxA) 20+ 


La regulación es compleja para muchos de los sistemas de contr plbules Una única proteina reguladora puede tener más de una función. Por ejemplo, la pro 


seina тука de la reparación serbia es un терем para muchos promotose pero es un actvados para ton, nietas que la proteina 


рис anaeróbica e ота proteina actvadoro para mucho promotor. 
una proteína reguladora: Algunas de ls proteinas reguladoras implica 
тшй» por mar Че un sistema pla (P 


cherichia coli requieren el factor o” (el exponente 70 alude 
al tamaño de esta proteína de 70 kilodaltons) para su 
transcripción y poseen promotores como los mostrados 
en la Figura 7.27. Los genes que son inducidos por un in- 
eremento de temperatura tienen promotores con una se- 
cuencia bastante diferente y la RNA polimerasa requiere 
л factor sigma diferente (072) para reconocerlos. Es la 
cantidad de este factor sigma alternativo lo que regula la 
respuesta al choque térmico, y la cantidad de la propia ө” 
está controlada, no por la transcripción, sino por la esta- 
bilidad del factor, su velocidad de traducción y su activi- 
dad, En total, hay siete factores sigma diferentes en E. coli 
(Tabla 8.2). La mayoría de ellos tiene homólogos en otras 
Bacteria, como, por ejemplo, Bacillus subtilis. Sin embargo, 
В, subtilis tiene factores sigma alternativos para la forma- 
ción de endosporas (сёве Sección 4.15), 


Respuesta al choque térmico 

La mayoría de las proteínas son muy estables; una vez sin- 
tetizadas, continúan realizando su función y pasan a la 
otra célula en el proceso de división. Sin embargo, algu- 


TABLA 8.2 Fact 

т Para la mayoría de los genes, principal factor durante 
el crecimento normal 

“ Asimilación de nitrógeno 

۳ Principal factor durante la fase estacionaria, también 
pora genes implicados en las respuestas oudativa 
y osmótica 

“ Respuesta al calor 

e Para genes implicados en la síntesis del flagelo 

w Respuesta a proteínas mal plegadas en el perplasma 
(теве Sección 48) 


Para ciertos genes del transporte del hierro 
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з una explicación dela respuesta SOS, теке Sección 103) 


паз proteínas son muy inestables, 
zimas celulares llamadas proteasas y son degradadas rá- 
pidamente. En E. coli, o° es degradada en uno o dos 
minutos después de su síntesis. Sin embargo, cuando las 
células experimentan un choque térmico, este proceso de 
degradación es inhibido, Esto significa que habrá más 
abundancia de a”, las cuales dirigirán a más moléculas de 
RNA polimerasa a nuevos promotores dependientes del 
choque térmico. También existe un control traducciona! de 
® que implica secuencias en su mRNA, pero el mecanis- 
то está poco claro. 

Los sistemas de regulación global deben tener una vía 
común para transmitir una señal ambiental a los genes. 
Hemos visto cómo se consigue esto en la represión cata- 
bólica, pero en el caso de la respuesta al choque térmico, 
¿cómo siente la bacteria la temperatura? El mecanismo pa- 
тесе implicar las proteínas de choque térmico, que incluyen 
una proteína llamada DnaK. 

DnaK es esencial para el crecimiento normal de E. coli 
a cualquier temperatura, pero la cantidad que se sintetiza 
se incrementa tras un choque térmico (recordemos que los 
genes bajo el control de un sistema de control global son 
por lo general, también regulados de otras maneras). La 
proteína DnaK es una chaperonina, un grupo de proteínas 
denominadas chaperonas moleculares (véuse Sección 7.16). 
DnaK ayuda a otras proteínas a plegarse apropiadamente 
y está también implicada en la degradación de a, Es po- 
sible que cuando la temperatura aumenta, la actividad de 
DnaK se dirija más hacia el plegamiento de las proteínas 
que a una degradación de o”. (DnaK está también impli- 
cada en la inhibición de la actividad de a) Ciertamente, 
un aumento en la temperatura puede afectar a la forma- 
ción de estructuras secundarias y terciarias correctas de las 
proteínas, о incluso desnaturalizarlas ligeramente (véase 
Sección 3.8). Esto daría lugar a en un incremento en el ni- 
vel de т, de modo que serían transcritos los genes que 
codifican proteínas de choque térmico. Sin embargo, pues- 
to que la cantidad de DnaK se incrementa como parte de 
la respuesta a choque térmico, su concentración aumenta 
y a“ es degradado de nuevo, volviendo la célula a su es- 
tado original. 


on reconocidas por en- 
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Quorum sensing 

Los sistemas de control global permiten a un organismo 
responder efectivamente a señales de su ambiente. Una 
«señal» interesante es la presencia de otros organismos de 
la misma especie. Se ha descubierto que ciertas Bacteria Не- 
nen vías regulatorias que están controladas por la densi- 
dad de las células dentro de la propia población. Este tipo 
de control se denomina quorum sensing (percepción en 
quorum) 

Cada bacteria Gram negativa con este tipo de regula- 
ción tiene una enzima que sintetiza una lactona de ho- 
moserina acilada (AHL) especifica. Esta molécula puede 
difundir al exterior de la célula. Por tanto, sólo se pueden 
alcanzar altas concentraciones dentro de la célula si exis- 
te un gran número de células cercanas sintetizando la 
misma AHL. Estas moléculas AHL son el inductor que se 
combina con una proteína activadora. El quorum sensing 
se descubrió primeramente como una forma de regula- 
ción de la quimioluminiscencia en ciertas bacterias (wan 
se Sección 12.12 y Figura 12.28). La Figura 8.22 muestra 
colonias de la bacteria Vibrio fischeri que están brillando 
debido a la producción de la luciferasa bacteriana. Los 
operones lux, que codifican una proteína implicada en la 
bioluminiscencia, están bajo el control de la proteína ac 
tivadora LuxR y son inducidos cuando la concentración 
de N-3-oxohexanoil homoserina lactona alcanza una con- 
centracióp suficiente, Esta AHL es sintetizada por la pro 
teína codificada por el gen lux]. Otros genes son también 
controlados por este sistema. En algunas bacterias, por 
ejemplo, Pseudomonas 
sensing es un 
sión de 


'ruginosa, está claro que el 
respuesta global que conduce a la expre- 
п gran número de genes diferentes cuando la 


| Figura 8.22 TTT TTT TT 
enzima iucilerasa, Cêlulas de la bacteria Ve scheni se xtenciron 
sobre agar nutrtivo en una placa де Patri у se dejaron crec Guam 
la noche. La fotografa se tomó ulitzando exclusivamente l uz gene 
rada por a Басіна 


densidad de población llega a ser suficientemente alta. 
Esto ayuda а la formación de películas (biofilms) por Р. 
aeruginosa (véase Sección 19.3), un aspecto importante de 
su patogénesis. 

La patogénesis de Staphylococcus aureus (véanse бессіо- 
nes 25.7 y 26.9) implica la producción y secreción de nu- 
merosas proteínas, de superficie y extracelulares, que 
dañan las células o tejidos del huésped o que interfieren 
соп el sistema inmune. Los genes que codifican estos fac- 
tores de virulencia están bajo el control de un sistema quo. 
rum que responde a un péptido producido por el propio 
organismo. La regulación de estos genes es bastante com 
pleja y, en parte, implica una molécula de RNA reguladora. 
Aunque en este capítulo hemos disertado solamente во- 
bre proteínas reguladoras, también existen moléculas de 
RNA reguladoras (véase cuadro, Ácido nucleico antisenti- 
do). El sistema de quorum sensing de S. aureus también im- 
plica proteínas reguladoras que son parte de un sistema 
regulador de transducción de señales de dos componer 
tes. Discutiremos este tipo de regulación en la siguiente 
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Las células tienen muchos sistemas de control global diferen- 
tes que les permiten regular la expresión de muchos 
respuesta a cambios en el ambiente, Estos cambios pues 
duir factores nutricionales, temperatura, е incluso el número 
de bacterias presentes. Algunos de estos sistemas reguladores 
implican factores sigma alternati 


Y ¿Qué es un factor sigma alternativo? 
/ ¿Quésign 


fica «quorum sensing 


Transducción de señales y 
sistemas reguladores de dos 
componentes _ 


Las bacterias regulan el metabolismo celular en respues 
ta a una variedad de fluctuaciones ambientales, incl 
yendo cambios de temperatura, cambios en el pH y 
accesibilidad de oxígeno, cambios en la accesibilidad de 
nutrientes, е incluso cambios en el número de células pre- 
sentes. Por tanto, deben existir mecanismos por los cua- 
les las bacterias reciben las señales del ambiente y las 
transmiten a las dianas específicas que son objeto de re- 
gulación. Hemos visto en la sección precedente que algu- 
паз señales pueden ser pequeñas moléculas que entran en 
la célula (frecuentemente por mecanismos de transporte 
específico) y actúan como efectores. Por ejemplo, en el caso. 
del regulón de la maltosa (véase Sección 8.6), la maltosa ве. 
une a su proteína activadora, permitiendo su unión a se- 
cuencias específicas del DNA y activar la transcripción. 
Sin embargo, en muchos casos la señal externa no es 
transmitida directamente a la proteína reguladora. En su 
lugar, la señal es detectada primeramente por un sensor 
y luego se transmite en una forma diferente al resto de la 
maquinaria reguladora, un proceso denominado trans- 
ducción de señales 


8.10 = TRANSDUCCIÓN DE 


RALES Y SISTEMAS REGULADOR! 


DE DOS COMPONENTES = 225 


Ácido писіеісо antisentido 


LL crono 
toinas implica frecuontemento con- 
rol тапзспроопаһ Menos Irecuentemente, 
Jos genes son controlados a nivel de traduc- 
дл. La mayoría de las redes de control, 
sean transcripcionales о traduccionales, 
usan proteinas reguladores. Se sabe, sin 
embargo, que en algunos casos, es un ANA 
терда, en lugar de una proteína regula- 
ora, el que está implicado. 

Un ро de RINA regulador, lamado RNA 
ú'antisentido, во uliza өп la regulación de 
varios genes bacterianos ierentes. El ANA 
эгївегпибо actua tormando pares de bases 
соп una banda de ОМА complementario, o 
АМА con sentido (Figura 1). Cuando el ЯМА 
соп sentido es MANA, la estructura bicate- 
тайа resultante puede үрөдү la traducción. 
En algunos sistemas reguladores, oste 
MANA antisentido se sintenza a part de un 
gen muy pequeño cuya secuencia es osen- 
lmanto la misma que la dol gen бага poro 
‘cuya transcripción ocurre өп la dirección 
puesta (vaso Figura 1) Si вө sintetiza osto 
ANA алізопібо puedo aparearse con ві 
IMANA o impedir la traducción. Nótase que 


Gena 


también puede regularse la sintesis o ia es- 
зһёдаа de este RNA antisentdo. 

Е RNA antisentido no tene por qué ser 
solamente utizado para regular la sintesis 
бе una proteina En algunos plásmidos, con- 
rola la iniciación de la sintesis de DNA. En 
eucanotas existe también un fenómeno de- 
nominado «sitenciamiento de ANA» en el 
cual pequeñas moléculas de ANA bicatena- 
по aparentemente marcan ciertos MRNAS 
рага una destrucción rápida. (Aunque, in- 
cluso en eucariotas, el mRNA es menos es- 
able que el rRNA о el IRNA. өз өп general 
таз establo que el mRNA de procariotas.) 

Los ácidos nucleicos antisentido pueden 
ser diseñados у simetizados por los invest- 
gadores en el laboratorio y suministrados di- 
rectamente a las células, Estas cortas (15-25 
nucleótidos) cadenas sinéticas (oligonucle- 
Gos) ве sintetizan preferentemente como 
DNA, en lugar de RNA. Su secuencia puede 
®лобегзе de tal manera que se aparee con 
un MANA especilico ө impida su traducción 
(o permita а la molécula ser reconocida por 
nucieasas especificas), E ácido подесо an- 
tisentido puede unirse también al ОМА en ө 


Gen x 


таео е impedir la transcripción. ¡Esto últi- 
то es posible porque algunos DNA pueden 
отаг una tnplehélico! La banda «extra (el 
úliganuciedudo) torma interacciones especi- 
ficas con las zonas de las bases que están 
өп el surco principal de la doble hélice para 
originar el DNA triple, (No todas ав secuen- 
cias de ОМА pueden formar hélices triples, al 
menos ып la ayuda de enzimas especiales.) 

Se pueden diseñar oligonucleótidos sin- 
éticos antisentido muy especificos, con in- 
dependoncia de que se unan a un mensaje 
оаа rogón reguladora de un gen. La espe- 
ойсізаа surge porque una secuencia de tan 
sólo 20 bases no debe producirse más da 
una vez cada 10" bases оп un ОМА «alea- 
поло». Así, өз altamente improbable que se 
una a она diana que no sos la suya. Esta os- 
pecilicidad puedo permitir a los ácidos nu- 
'delcos artisontido convertirse оп una nueva 
dase de antibióncos importante. Podrian di- 
зоагзю ácidos nucleicos antisentido contra 
virus específicos о para regular genes parti- 
culares en organismos causantes do enter- 
medades (patógenos) о células tumorales 
humanas m 


Figura 1 El gen A se transcribo desde 
su promotor (véase Sección 7.9) para dar 
un MRNA que puede ser transcrito para 
originar la proteina A. El gen X өз un ре- 
queño gen cuya secuencia os idéntica а 
la del gen A, pero su promotor está en el 
extremo opuesto. Así, si os transcrito, ol 
RNA resultante será complementario al 
MRNA del gen A. Si ambos RNAS se apa- 
rean, se bloqueará la transcripción. 


Quinasas detectoras y reguladores 

de respuesta 

Muchos de los sistemas reguladores por los que las célu- 
las sienten y responden a señales ambientales se denomi- 
пап sistemas de dos componentes, De manera general, 
tales sistemas incluyen dos proteínas diferentes: (1) una 
proteína detectora específica localizada en la membrana, 
YQ) una proteína reguladora de respuesta. La proteína de- 
lectora tiene actividad quinasa y se conoce usualmente 
como quinasa detectora. Una quinasa es una enzima que 


fosforila compuestos. Las quinasas sensoras detectan una 
señal ambiental en su superficie externa y en respuesta se 
fosforilan a sí mismas (autofosforilan) en un residuo espe- 
cífico de histidina presente en la parte citoplásmica de la 
molécula (véase Figura 8.23). Este grupo fosforilo se trans- 
mite entonces a otra proteína intracelular, el regulador de 
respuesta. El regulador de respuesta es típicamente una 
proteína que se une al DNA y regula la transcripción. 

En la Figura 823, el regulador de respuesta fosforilado 
está actuando como una proteína represora, mientras que 


| оца в.2 сол) de la expresión génica өп un sstoma de dos 
componentes, Los principales componentes incluyen una quinasa søn- 
sora en la membrana citopiasmática que se autofostorila өл respues- 
ta а una señal del medio. El grupo tosforilo es entonces transmitido al 
otro componente importante, un ragulador de respuesta, En el sistema 
representado өп la figura, el regulador tostoriado de la respuesta actúa 
сото un represor, Debe existir una fosfatasa өп el sistema que recicle 
sl regulador de respuesta, 


en su estado no fosforilado no se une al DNA. Frecuente- 
mente, sin embargo, el regulador de respuesta fosforilado 
actúa como una proteína activadora. El mecanismo usado 
por el regulador de respuesta para controlar la transcrip- 
ción depende de cada sistema. 

А fin de completar el circuito regulador, debe existir 
una manera de terminar la señalización. Esta etapa impli- 
ca típicamente una fosfatasa, enzima que puede liberar el 
grupo fosforilo del regulador de respuesta. En algunos ca- 
sos, esta reacción es efectuada por el propio regulador de 
respuesta, mientras que en otros existe una tercera protei- 
па que realiza esta reacción. Por tanto, ¡existen sistemas de 
«dos componentes» con tres componentes! Еп realidad, al- 
gunos sistemas tienen incluso más componentes, ya que la 
señal puede ser procesada a través de varias etapas. Sin 
embargo, en todos los casos, los sistemas de dos compo- 
nentes tienen una quinasa sensora y un regulador de res- 
puesta 


Ejemplos de sistemas reguladores 

de dos componentes 

Se sabe que los sistemas de dos componentes regulan un 
gran número de genes en muchas bacterias diferentes, Al- 
gunos ejemplos incluyen la asimilación de fosfato en 
Cherichia coli, la fijación de nitrógeno en Klebsiella y 
Rhizobium, y la esporulación en Bacillus (que posee un sis- 
tema regulador muy complejo). Se estima que tan sólo en 
E. coli operan casi 50 sistemas de dos componentes dife- 
rentes, de los que algunos se relacionan en la Tabla 8.3, 
Muchos de estos sistemas implican regulación global ( 
se también Tabla 8.1). En E. сой, la osmolaridad del am- 
biente controla cuál de las dos proteínas de la membrana 
externa, OmpC и OmpF, se sintetiza. El regulador de res- 
puesta de este sistema es OmpR. Cuando ÓmpR es fosfo- 
rilado, actúa como un activador del gen ompC y como un 
represor de la transcripción del gen ompF. 

En algunos casos, están implicados más elementos re- 
guladores. Por ejemplo, en el sistema Ntr, que regula la asi- 
milación de nitrógeno, el regulador de respuesta es una 
proteína activadora, RN, (Regulador de Nitrógeno 1), que 
funciona permitiendo la transcripción de genes bajo pro- 
motores reconocidos por la RNA polimerasa con el factor 
а^, un factor sigma alternativo (véase Tabla 8.2). Por otra 
parte, la quinasa sensora, RN, (Regulador de Nitrógeno 
П) juega un doble papel, tanto de proteína quinasa como 
de fosfatasa, estando su actividad regulada por el nivel de 
fosforilación de otra proteína, Py. Algunos sistemas son 
bastante complejos. El sistema regulador Nar implica dos 
proteinas sensoras diferentes y dos reguladores de res- 
puesta diferentes, y además, todos los genes regulados 
рог este sistema están también bajo el control de la prote- 
Îna reguladora transcripcional anacróbicamente activa, 
FNR (véase Tabla 8.1). Sistemas de dos componentes es- 
trechamente relacionados con los bacterianos, están tam- 
bién presentes en microorganismos eucariotas, tal como 
Saccharomyces cerevisiae. Los eucariotas superiores también 
usan la fosforilación como un mecanismo de transducción 
de señales para responder a cambios ambientales. 
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Los sistemas de transducción de señales transmiten señales a 
la célula. En procariotas, la transducción de señales típicamen- 
te implica sistemas de dos componentes, que incluyen una pro- 
teina sensora de membrana y una proteína citoplásmica 
reguladora de respuesta, La proteína sensora es una quinasay у 
la actividad del regulador de respuesta depende de su estado, 
de fosforilación. 


Z Qué son las quinasas y cuál es su papel en los sistemas re- 
Kuladores de dos componentes? 


Z ¿Puede un regulador de respuesta ser un activador o un re 
presor? 


[БЕ Pegutación de la quimiotaxi 


No todas las respuestas reguladoras regulan la trans- 
cripción. Ya hemos comentado el hecho de que las bac- 
terias pueden moverse acercándose o alejándose de un 
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TABLA 8.3 Algu 


Sistema Ап o, Arc 
Nitrato y nitrito Nitrato y nitrito NarX y NarQ 
regulación anaerobia 
(Nar) 
Utilización de nitrógeno. NH’ NR el producto 
(м) de gnl 
Regulóo Pho Fosfato inorgánico  PhoR 
Regulón porina Presión osmótica Enz 


Ara Represor/ Activador 

Мап, Activador/Represor 

Мат Activador/Represor 

NR, el producto Activa la RNA polimerasa a nivel de 
КА promotores que requieren 1% 

тов Activador 

OmpR Activador/Represor 


Ntsc que arias proteinas que regulan la respuesta achdan como activados y presas, dependiendo де los genes que estén siendo regulados Aunque AEA 


Punie funciona Cu 


compuesto químico particular, un proceso denominado 
imiotaxis (veáse Sección 4.12). АШ se hizo notar que las 
bacterias son demasiado pequeñas para sentir gradien- 
fes espaciales de una sustancia, y más bien responden a 
gradientes temporales. Esto es, pueden sentir el cambio 
еп concentración de un compuesto fuera de la célula a 
intervalos de tiempo. Las bacterias usan un sistema de dos 
componentes para sentir los cambios temporales en 
composición química y regular el movimiento flagelar. 


Mecanismos de quimiotaxis: respuesta 
a la señal 
El mecanismo de quimiotaxis es bastante complejo e im- 
lica una variedad de proteínas diferentes. Varias de es- 
в proteínas sensoras están en la membrana celular, y 
éstas sienten la presencia de atrayentes o repelentes. Es- 
las proteínas permiten a la célula «sentir» si la concen- 
Iración de la sustancia aumenta o disminuye con el 
tiempo cuando la célula se mueve, La célula responde 
de esta manera a cambios en la concentración más que a 
la concentración absoluta del estímulo químico. Las pro- 
tenas sensoras se denominan proteínas aceptoras de gru- 
pos metilo (MCPs) o proteínas receptoras-transductoras o, 
simplemente, transductores. En Escherichia coli, se han 
identificado cinco MCPs diferentes y todas son protei- 
mas transmembranales (Figura 8.24). Cada МСР puede 
sentir una variedad de compuestos. Por ejemplo, el 
transductor Tir de E. coli puede sentir los atrayentes as- 
partato y maltosa, asi como los repelentes metales pesa- 
Чо» cobalto y níquel. 

Las MCPs se unen a atrayentes о repelentes directa- 
mente, o en algunos casos indirectamente, a través de 
Interacciones con proteínas de unión periplásmicas. La 
¿unión de un atrayente o un repelente dispara una serie de 
interacciones con proteínas citoplásmicas que eventual- 
mente afectan a la rotación del flagelo. Si la rotación del 
¡flagelo es en sentido antihorario, la célula continúa la ca- 
тега п la misma dirección. Si el flagelo rota en sentido ho- 

la bacteria da un viraje (véase Sección 4.11). 

El modelo actual de control flagelar indica que los 

Iransductores están en contacto con las proteínas cito- 


«їн o opresor, tancias como represor enla mayoría delos орели que regala. 


plásmicas CheW y CheA (Figura 8.24). CheA es una qui- 
nasa sensora. Cuando un transductor ha ligado una sus- 
tancia química, cambia la conformación y (con CheW) 
causa un cambio en la autofosforilación de CheA (for- 
mando CheA-P). Los atrayentes disminuyen la velocidad 
de autofosforilación, mientras que los repelentes la au- 
mentan. CheA fosforilado (CheA-P) fosfarila a su vez 
a CheY (formando CheY-P), un regulador de respuesta. 
CheA-P puede también fosforilar CheB, otro regulador 
de respuesta, pero ésta es una reacción más lenta que la 
fosforilación de CheY. Discutiremos la actividad de CheB 
más tarde. 

CheY es la proteína central del sistema porque sirve 
como regulador de respuesta para la quimiotaxis, gober- 
nando la dirección de la rotación del flagelo. CheY-P inter- 
actúa con el motor flagelar para inducir la rotación horaria 
y el viraje (el cambio de dirección en el motor se lleva a 
cabo por proteínas codificadas por los genes fla; vénse Sec- 
ción 4.10). Si CheY no se fosforila, no puede unirse, el mo- 
tor flagelar continúa girando en sentido antíhorario y la 
célula hace una carrera. Otra proteína, CheZ, defosforila 
CheY, volviéndolo a la forma que permite carreras en lu- 
gar de virajes. Puesto que los repelentes aumentan el ni- 
vel de CheY-P originan virajes, mientras que los 
atrayentes conducen Бајо el nivel de CheY-P a un movi- 
miento suave. 


Mecanismo de la quimiotaxis: adaptación 
El sistema descrito puede señalizar la unión de una sus- 
tancia química y regular la rotación flagelar pero parece in- 
capaz de sentir un cambio a medida que pasa el tiempo. 
Hay un segundo componente de la quimiotaxis, que es la 
adaptación 

Como su nombre indica, las МСР, pueden ser metila- 
das. Existe una proteína citoplásmica, CheR (Figura 8.24), 
que continuamente añade grupos metilo a las MCPs a baja 
velocidad utilizando S-adenosilmetionina como donador 
Че restos metilo. La forma fosforilada del regulador de res- 
puesta Cheb es una demetilasa que elimina grupos metilo 
de las MCPs. El nivel de metilación de las MCPs afecta а 
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ГЕ] interacciones entre transductores, proteinas de la quimiotaxis (Che), y el motor del flagelo en la quimiotaxis bacteriana. El 


transductor (МСР) forma un complejo con la quinasa sensora Che y la proteina acopladora CheW. Esta combinación resulta en una воћа! que 
origina autolosforllación de CheA a CheA-P. CheA-P puede a su vez fostoriar a los reguladores de respuesta CheB y CheY. ChoY fostorilado 
(CheY-P) interactúa directamente con el conmutador del motor del flagelo, Chez destostoria CheY-P. Chef añado continuamente grupos me- 
Мов al transductor, CheB-P (pero no СпеВ) los elimina. El grado de metiación de los transductores controla su capacidad para unir atrayon- 
(ев y repolentos, y conduce a la adaptación. La estructura del motor del flagelo ya se mostró en la Figura 4.41. 


эи conformación y controla la adaptación a la señal senso- 
та, Permite restablecer el nivel de sensibilidad de los re- 
ceptores incluso cuando la concentración del compuesto 
químico permanezca inalterada 

Si el nivel de un atrayente permanece alto, el nivel de 
fosforilación de CheA (y, por tanto, de CheY y CheB) per- 
manecer bajo, la célula se moverá suavemente, y el nivel 
de metilación de MCP se incrementará (debido a que no 
existe CheB-P para desmetilar). Sin embargo, las MCPs по 
responden al atrayente cuando están totalmente metiladas. 
Asi, incluso cuando el nivel de atrayente permanezca alto, 
el nivel de CheA-P (y CheB-P) incrementa y las células co- 
mienzan a dar virajes. Sin embargo, ahora las MCPs pue- 
den ser desmetiladas por CheB-P, y cuando esto ocurre, los 
receptores pueden responder de nuevo a los atrayentes. La 
situación es la opuesta en lo que concierne a los repelentes 
(las MCPs totalmente metiladas responden mejor a los re- 
pelentes). 

El control de la quimiotaxis es obviamente bastante 
complicado e implica varios circuitos regulatorios. A di- 
ferencia de otros muchos otros sistemas de dos compo- 
nentes, en la quimiotaxis el sistema de transducción de 
señales regula la actividad de los productos génicos, no su 
síntesis. 
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imiotaxis está sometida a una regulación compleja que 
implica transducción de la señal y un sistema de dos compo- 
nentes. Sin embargo, estos sistemas regulan la actividad de las 
Proteínas implicadas más que su síntesis. La adaptación per- 
mite al sistema restablecer su sensibilidad inicial en presencia 
continua de la señal. 


«4 ¿Qué son el regulador de respuesta primario y la quinasa sen= 
Sora primaria implicados en la regulación de la quimiotaxis? 
Z ¿Por qué es importante la adaptación? 


М PUNTUALIZACIONES ЕІ! 
SOBRE LA REGULACIÓN 


Hemos revisado tan sólo algunos mecanismos por los que 
las células pueden controlar la actividad de una proteína, y 
también algunos mecanismos importantes que pueden re- 
gular su síntesis. La mayor parte de las mecanismos, aquí 
considerados, que regulan la síntesis, operan a nivel de 
transcripción, y todos ellos implican proteínas reguladoras. 
Sin embargo, como mencionamos, existen también RNA re- 
guladores (véase cuadro «Ácido nucleico antisentido»). 


ALES 


PREGUNTAS DE REPASO = 220 


Aunque muchos de los principales modelos de regulación 
зоп compartidos por procariotas y eucariotas, existen mu- 
chas diferencias entre ellos. Dada la falta de comparti- 
mentalización en procariotas, los procesos de transcripción 
y traducción están acoplados. También, el RNA mensajero 
de los procariotas es frecuentemente policistrónico, origi- 
nándose más de una proteína a partir del mismo mensaje. 
En eucariotas, por otra parte, la transcripción y la tra- 
ducción tienen lugar en compartimentos separados de la 
célula, y no existe la integración de estos procesos obser- 
vada en procariotas. ¿Qué ocurre con la inducción y la re- 
presión en los eucariotas? Aunque muchos eucariotas 
tan represión, existe poca evidencia de que exista en 

ells el tipo de control negativo tan comúnmente observa- 
doen procariotas. Sin embargo, los mecanismos de control 
positivo son bastante comunes en eucariotas. Si existen 
оретопев en eucariotas, implican el control de una única 
enzima, más que el control de sistemas multienzimáticos 
tan comúnmente vistos en procariotas, y no hay evidencia 
de moléculas de RNA policistrónico en eucariotas excepto 
еп el caso de unos pocos virus. Éstos son traducidos con 
escasa eficiencia. La modificación post-traduccional de 
proteínas es bastante común en eucariotas. La regulación 


Preguntas de repaso 


en eucariotas implica también procesamiento de mRNA, 
que no existe en procariotas. 

Es la regulación de los genes lo que posibilita el desa- 
rrollo de los organismos eucarióticos multicelulares, los 
cuales comienzan la vida como células únicas y se desa- 
rrollan hasta convertirse en organismos complejos con mu- 
chos y muy especializados tipos de células. Este proceso 
de diferenciación requiere que se activen juegos de genes 
específicos en el momento preciso del desarrollo del orga- 
nismo. Las complejas rutas regulatorias implicadas en el 
desarrollo están siendo objeto de intensa investigación. El 
comprender y poder controlar estas rutas permitiría avan- 
сез tremendos en medicina 
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Los procariotas y eucariotas comparten muchos mecanismos 
reguladores similares. La regulación de ambos implica a protef- 
nas que reconocen secuencias en el DNA, aunque en eucariotas 
el control positivo es más común. En procariotas, la transcrip- 
ción y la traducción pueden estar acopladas, pero en eucario- 
tas estos procesos ocurren en compartimentos separados. Los 
procariotas tienen también mensajeros policistrónicos mientras 
que los eucariotas no. 


Y ¿Qué mecanismo de control regulador hemos comentado 
que implique el acoplamiento entre la transcripción y la tra- 
сада? 
Y ¿Qué es un mRNA policistrónico? 


1. Si una enzima puede ser inhibida eficientemente por 
retroinhibición, ¿por qué tienen las cólulas también 
mecanismos para regular su síntesis? 

2, Compare el procesamiento de la proinsulina y el del 
producto del gen gyrA de Mycobacterium leprae (včase 
cuadro, «Procesamiento de proteínas»). En ambos ca- 
sos se elimina un péptido «interno», Sin embargo, 
sólo en el segundo se considera procesamiento de 
proteína. Explíquese. 

3. Compare y diferencie entre introwes e ntefnas 

4. Describa por qué una proteína que se une а una secuen- 
cia específica de ОМА bicatenario es improbable que se 
una a la misma secuencia de DNA monecatenario. 

5, Algunos operores están bajo el control de un opera- 
dor pero otros no. Explíquelo. 

6, Describa la regulación de dos operones diferentes, 
uno que posea un efector que es un inductor, y otro 
que tenga un efector que sea un correpresor. 

7. El regulón de la maltosa es inducible y es regulado 
рог una proteína activadora. El operón de la lactosa 
es inducible pero es regulado por una proteina repre- 
sora. Explique cómo puede conseguirse la inducción 
рог control positivo y control negativo. 


В. La mayoría de los operadores están muy cercanos а 
Jos promotores que controlan, mientras que los sitios 
de unión de los activadores pueden estar más aleja- 
dos. Explicar por qué esto es así. 


9. Describa cómo funciona el mecanismo de la activa- 
ción. ¿Qué se «atenta» en realidad?¿Por qué este tipo 
de control que en Escherichia coli controla distintas 
vías de síntesis de aminoácidos, no ha sido encontra- 
do en eucariotas? 


10. Describa el mecanismo por el que actúa la proteína 
activada por metabolito (САР), que controla la repre- 
sión catabólica, utilizando el operón lactosa como 
ejemplo, En este operón, CAP no es un represor, Des- 
«criba la región reguladora de un gen para el que САР 

г piense en su contestación 


11. ¿Cuáles son los dos componentes que dan nombre а 
la regulación por transducción de señales en proca- 
riotas?¿Cuál es la función de cada componente? 


12. Uno de los miembros de un sistema de dos compo- 
nentes está típicamente localizado en la membrana ce- 
lalar: ¿Por qué cree que esto es así? 
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13, Muchos genes están bajo múltiples sistemas de con- 14. La adaptación permite restablecer el mecanismo re- 


Ejercicios prácticos 


trol. En el operón lactosa hay una regulación especi- 
fica y una regulación por un sistema de control global. 
Describa cómo funciona cada uno de los controles. 
¿Por qué cree que ambos sistemas son necesarios? 


gulador que controla la rotación flagelar. ¿Cómo se 
lleva a cabo? 


1. Los aminoácidos isoleucina у valina comparten una vía 
común para la mayoría de los pasos de su biosíntesis. 
En Escherichia coli, la primera etapa común puede estar 
sujeta a inhibición por retrvalimentación por la valina 
pero по por la isoleucina. En la mayoría de las cepas, sin 
embargo, la adición de valina no causa deprivación de 
leucina. Sin embargo, en otras cepas sí la causa (esto es, 
la adición de valina causa deprivación de leucina y las 
células detienen su crecimiento). ¿Qué explicación da а 
las diferencias entre las cepas normales «resistentes a va- 
lina» y aquéllas cuyo crecimiento es sensible а valina? 

2. ¿Qué ocurriría con la regulación desde un promotor 
bajo control negativo si se deleciona la región donde 
se une la proteína reguladora? ¿Qué ocurriría si el 
promotor estuviera bajo control positivo? 


3. Los promotores de Escherichia coli bajo control positi- 
vo difieren de la secuencia consenso de esta bacteria 
(себе Sección 7.9). ¿Por qué? 

4. El control de la atenuación de algunos de los genes de 
la ruta biosintética de pirímidinas en Escherichia coli 
implica que la transcripción y la traducción se pro- 
duzcan simultáneamente. ¿Puede describir un meca- 
nismo por el que la célula pueda de alguna manera 
utilizar la traducción para cuantificar los niveles de 
nucleótidos de pirimidina? 

5, La mayoría de los sistemas de regulación descritos en 
este capítulo explican a proteínas reguladoras. No 
obstante, se sabe que existen RNA reguladores, Des- 
criba cómo puede lograrse el control negativo del 
operador lac usando una molécula de RNA regulador, 


producirse, Al igual que las células, los virus tienen un genoma, pero el 
genoma viral contiene una información genética insuficiente para repli- 

хале independientemente, Aunque el material! genético de muchos virus es ácido 
dosoxirribonucleico bicatenario (DNA), en otros, el material genético es DNA mo- 
'nocatenarío, y, en algunos, es Acido ribanucleico (KNA). La forma infecciosa de 
virus es una partícula llamada virión en la figura se muestra la del virus del 


| ов virus son agentes infecciosos que necesitan а las células para poder re- 


papiloma humano) que contiene el material genético rodeado de una cubierta 
proteica. 
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Bacterlófago un virus que infecta células 
Procarióticas 

Banda más (positiva) una banda de RNA o 
DNA que tiene el mismo sentido que el 
mRNA del virus. 

Banda menos (negativa) del ácido nuclei. 
со una banda de RNA о DNA que tiene 
sentido opuesto al (es complementaria de) 
MRNA del virus 

Cielo lisogénico una serie de etapas que; 
tras la infección del virus, conducen a un 
estado (lisogenla) en el que el genoma vi 
rico se replica como un prafago junto con 
el genoma del or 

tio Mt una seris de pasta inte 
«іб del virus que conduce a la replicación 
Уліса y destrucción (lisis) dela célula hos- 
pecadora 


Шебдопо una bacteria que contiene un protago 

Опсофеп un gen cuya expresión causa la for- 
mación de un tumor 

Placa una zona de lisis о inhibición celular 
causada por la infección vírica de un cé 
ped de células sensitivas 

Prión un agente infeccioso cuya forma intra- 
celular puede no contener ácido nudeico 

Provirus (profago el genoma de un virus 
temperado cuando se está replicando con, 
generalmente integrado en. el cromosoma. 
del hospedador 

Retrovirus un virus cuyo genoma RNA tiene 
un DNA intermediario como parte de su 
ciclo eplicaivo 

Trancripción reversa el proceso de copiar a 
DNA la Información presente en el RNA. 

Transformación un proceso por el que una. 


célula normal se convierte en una célula 
сапсетова (evase también otro significado al- 
temativo en el Capítulo 10) 

Mirón la partícula del virus completa; el ácido 
nudeco rodeado de una cubierta proteica 
о, ә veces, de otro material 

Mirolde pequeño, circular de cadena sencilla 

Virus un elemento penético que contiene RNA 
9 ОМА y se replica dentro de las células 
репо se caracteriza también por tener un 
estado extracelular 

Virus atemperado un virus cuyo genoma es 
capaz de replicarse junto con el de su hos- 
pedador y no causa muerte celular en un 
estado denominado lisogenia 

Virus virulento un virus que lisa o mata la 
célula hospedadora después de la infec- 
ción; un virus no temperado 


ов virus son elementos genéticos que pueden re- 

plicarse independientemente de los cromosomas 
de una célula pero no independientemente de dicha célu- 
las (véase Sección 7.4). A fin de multiplicarse, los virus deben 
entrar en una célula en la cual puedan replicarse. Dicha cé- 
Jula ве denomina hospedadora. Los virus se caracterizan tam- 
bién por tener una forma infecciosa madura que es 
típicamente extracelular, 

Los virus, al igual que los plásmidos y otros elementos ge- 
éticos (бча Sección 74), se aprovechan de la maquinaria 
metabólica codificada por los cromosomas de la célula hos- 

ladora. Como otros elementos, los virus pueden conferir 
importantes propiedades a la célula hospedadora. Estas pro- 
piedades serán heredadas cuando la célula se divida, si las 
dox células hijas heredan el genoma vírico. Estos cambios 
frecuentemente no son dañinos, e incluso pueden ser bene- 
ficiosos. Sin embargo, los virus a diferencia de los otros ele- 
mentos genéticos сото los plásmidos (véanse Secciones 7.4 y 
108), tienen una forma extracelular que los capacita para ser 
fácilmente transmitidos de un hospedador a otro. Esta forma 
extracelular ha capacitado a los virus a replicarse dentro de 
un hospedador de una manera dañina para la célula hospe- 
айога, Esta replicación destructiva es la causa de que al- 
gunos virus sean agentes de enfermedades. En muchos casos, 
el que un virus cause enfermedad o cambio hereditario 
Черепде dea сй hospèdadora y de las condicions am- 
'bientales. Debido a que los virus tienen una fase indepen- 
diente de las células, algunas personas los denominan 
«organismos vivos» o «formas de vida». Sin embargo, como 
discutiremos luego, algunas de las propiedades que carac- 
terizan а los sistemas vivientes (véase Sección 12) no se dan 
еп la forma extracelular de los virus. Sin células en las que re- 
plicarse, no podrían existir los virus. 


En este capítulo discutiremos algunos de los modos en 
los que los virus pueden redirigir el metabolismo celular 
para poder replicarse. Este capítulo se divide en cuatro 
partes. La primera introduce los conceptos básicos de la es- 
tructura de un virus. La segunda trata de las células hos- 
pedadoras y de cómo pueden cuantificarse los virus, La 
tercera trata de la biología molecular básica de la multipl 
cación vírica. La cuarta da una idea general de algunos vi- 
rus que infectan bacterias y animales (en el Capítulo 16 
puede encontrarse más información acerca de virus espe 
síficos). Estas discusiones amplían los conceptos de sinte- 
sîs macromolecular y regulación génica, ya tratados en los 
Capítulos 7 y 8. 

Los virus están entre los más numerosos «microorga- 
nismos» de nuestro planeta e infectan todos los tipos de 
organismos celulares. Por tanto, son interesantes por sí 
mismos. Sin embargo, los científicos han estudiado y si- 
guen estudiando los virus por lo que pueden enseñarnos 
sobre la genética y bioquímica del metabolismo celular y, 
en el caso de algunos virus, sobre el desarrollo de las en 
fermedades. Además, como veremos en los Capítulos 10, 
15 y 31, los virus son también importantes herramient 
para la genética microbiana y la ingeniería genética. 


$ Y VIRIONES 


generales 


Describiremos aquí los estados intra y extracelular de 
los virus, En el estado extracelular, un virus es una par- 
tícula minúscula que contiene ácido nueleico rodeada 
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Los vinus 


por proteína y que, dependiendo del virus específico, 
ocasionalmente contiene otros componentes macromo- 
leculares. En este estado extracelular, la partícula vírica, 
también llamada virión, es metabólicamente inerte y ca- 
тесе de funciones respiratorias y biosintéticas. El virión 
es la estructura mediante la cual el genoma del virus se 
transporta desde la célula en la que se ha producido a 
otra célula en la que el ácido nucleico vírico puede ser 
introducido. Una vez dentro de la nueva célula, se ini- 
cia el estado intracelular. Durante este estado tiene lu- 
gar la replicación del virus: se producen nuevas copias 
del genoma vírico, y se sintetizan los componentes de la 
cubierta del virus. Cuando un genoma vírico se intro- 
duce y se reproduce en una célula hospedadora, el pro- 
сезо se denomina infección. La célula que puede ser 
infectada por un virus que, además, se reproduce en 
ella, se denomina hospedador. Los genomas virales son 
muy limitados en tamaño y codifican primariamente las 
funciones que no pueden adaptar de sus hospedadores. 
Рог tanto, durante la replicación dentro de una célul 
los virus dependen de manera determinante de los com- 
ponentes estructurales y metabólicos de las células hos- 
pedadoras. El virus reconduce las funciones metabólicas 
y la maquinaria del hospedador al servicio de su prop! 
replicación y al ensamblaje de los nuevos viriones. (Por 
Ianto, para la mayoría de los virus pueden encontrarse 
yiriones dentro de la célula al final de la infección.) 


бепотаз víricos 

Сото hemos visto (véase Sección 7.1), todas las células 
enen ácido desoxirribonucleico de doble cadena (DNA) 
сото material genético. Por el contrario, los virus con- 
tienen o bien DNA o ácido ríbonucleico (RNA) como 
material genético, y en ambos casos puede ser de cade- 
а sencilla o doble. Los virus se dividen a veces en dos 
tipos, según contengan DNA о RNA como material ge- 
nético, y todos los virus contienen uno u otro en el virión. 
Sin embargo, existe un tercer tipo de virus que usan am- 
Dos, DNA y RNA, como material genético, pero en dis- 
intos estadios de su ciclo reproductivo (Figura 9.1), El 
último grupo incluye los retrovirus, que contienen un 
genoma de RNA en el virión pero se replican a través de 
lin intermediario de DNA, y el virus de la hepatitis В, 
que contiene DNA en el virión pero tiene RNA como in- 
termediario de replicación. Estas clases pueden ser sub- 
divididas sobre la base de si el ácido nucleico del virión 
es de cadena sencilla o doble (Figura 9.1). La clasifi- 


cación de los virus basada en el tipo de ácido nucleico 
en los viriones y las estrategias de replicación asociadas 
a los mismos ha sido formalizada como el Sistema de 
Clasificación de Baltimore que discutiremos en la Sec- 
ción 97. 

A pesar de la diversidad en la estructura del geno- 
ma, los virus obedecen al dogma central de la biología 
molecular (véase Sección 7.1): toda la información gené- 
tica fluye desde el ácido nucleico a la proteína. Además, 
todos los virus usan la maquinaria traduccional de la cé- 
lula; y así, con independencia de la estructura del geno- 
ma vírico, debe generarse RNA mensajero (mRNA) que 
pueda ser traducido en los ribosomas del hospedador. 


Hospedadores de virus y taxonomía 

Los virus pueden clasificarse también en función de los 
hospedadores que pueden infectar. Así, tenemos virus de 
animales, virus de plantas y virus bacterianos, Los virus 
de bacterías, a veces llamados bacteriófagos (0, abrevia- 
damente, fago, del griego phagein que significa «comer»), 
han sido estudiados primariamente como sistemas mode- 
lo convenientes de investigación en biología molecular y 
genética de la reproducción vírica. 

Muchos de los conceptos básicos de virologia se депе 
raron trabajando con virus bacterianos y se aplicaron pos- 
teriormente a virus de organismos superiores. Dada su 
frecuente importancia médica, los virus de animales también 
llamados virus animales han sido estudiados extensamon- 
te. Los dos grupos de virus animales más estudiados son 
los que infectan insectos y los que infectan anímales de 
sangre caliente, Los virus de plantas o virus vegetales son 
importantes en agricultura y han sido menos estudiados 
que los virus de animales, 

Finalmente, existe un sistema formal de taxonomía vi- 
rica que organiza los virus en niveles taxonómicos jerár- 
quicos: orden, familia (y subfamilia), genero y especie. 
Aunque, a veces, este sistema taxonómico formal puede 
parecer bastante arbitrario (y a pesar de que los nombres 
comunes están todavía en uso), su utilidad aumenta con- 
tinuamente debido al incremento de los datos filogenéti- 
сов que se van acumulando. El taxón familia parece 
particularmente útil. Los miembros de una familia de vi- 
rus poseen morfología (del virión), estructura del geno- 
ma y/o estrategias de replicación distintivas. Las familias 
de virus tienen nombres que incluyen el sufijo -viridae 
(como en Poxviridae) y discutiremos varias de ellas en el 
Capítulo 16. 
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'Genomas viricos. Los genomas viicos pueden estar compuestos de DNA о ANA, y algunos vinus usan ambos tipos де material 
jan diferentes fases de su ciclo de vida. Sin embargo, en el virón de cualquier tipo particular de virus sólo se encuentra un tipo de ácido 
que puede ser monocatenano (ss), bicatenaro (ds), o, en el caso de los hepadnavirus, parcialmente bicatenario. 
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Y 9.1 Revisión de conceptos 


Un virión es una forma extracelular de un virus que contiene 
un genoma de DNA о RNA. El genoma virico ве introduce en 
una nueva célula hospedadora mediante infección. El virus re- 


dirige el metabolismo del hospedador para soportar la replica- 
ción vírica. Los virus se clasifican tentativamente por las 


estrategias de replicación o por el tipo de hospedador. 
4 ¿En qué difiere un virus de un plásmido? 
/ ¿En qué difiere un virión de una célula? 


ШЕ саега del virion 


Las partículas víricas (viriones) varían ampliamente en ta- 
maño y forma, Los virus son más pequeños que las célu- 
las, oscilando en tamaño desde 0,02 a 0,3 um. Una unidad 
común de medida para los virus es el nanómetro, que es 
1.000 veces más pequeño que Ipm y 1 millón de veces más 
pequeño que 1 mm. El virus de la viruela, uno de los virus 
más grandes, tiene un diámetro de unos 200 nm (algo más 
pequeño que la Bacteria más pequeña); los poliovirus están 
entre los más pequeños, con sólo 28 nm de diámetro (apro- 
ximadamente el tamaño de un ribosoma). 

Сото hemos indicado, algunos virus contienen RNA y 
otros DNA, y el ácido nueleico puede ser de cadena senci- 
lla o doble, dependiendo del virus. Los genomas víricos son 
también más pequeños que los de la mayoría de las cêlu- 
las. La mayoría de los genomas bacterianos poseen entre 
1000 y 5000 kilopares de bases de DNA, siendo el más pe- 
queño de 580 kilopares de bases. (Resulta interesante que 
las Bacteria con los genomas más pequeños son, al igual 
que los virus, parásitos que se replican en otras células; 
отпее Secciones 12.13 y 12.27.) Sin embargo, el genoma ví- 
rico más grande conocido, el del bacteriófago С, es de 670 
Kilopares de bases, Este virus, que infecta a Bacillus mega- 
terium, es, sin embargo, el único virus conocido cuyo 


genoma es más grande que un genoma celular, Los tama- 
ños de los de los virus más típicos se indican en 
la Tabla 9.1. Algunos virus tienen genomas tan pequeños 
que contienen menos de cinco genes. Como se puede ver 
en la tabla, el genoma de algunos virus, tal como los reo- 
virus, está segmentado en más de una molécula, 

Las estructuras de los viriones son bastante diversas, 
variando en tamaño, forma y composición química. El áci- 
Чо nucleico del virión está siempre localizado dentro de 
la partícula, rodeado por una cubierta proteica llamada 
орайда. Los términos de cubierta y cápsida son frecuente- 
mente intercambiables y se refieren a esta capa externa. 
La cubierta proteica está siempre formada por un núme- 
ro determinado de moléculas de proteínas individuales, 
Mamadas subunidades estructurales, que se disponen si- 
guiendo un modelo preciso y altamente repetitivo alre- 
dedor del ácido nucleico (Figura 9.2). El pequeño genoma 
de la mayoría de los virus restringe el número de proteí+ 
nas víricas diferentes, Algunos virus tienen un solo tipo 
de proteina en su cápsida, pero la mayoría tienen varias 
subunidades estructurales químicamente distintas que es- 
tán asociadas de maneras específicas para formar estruc 
turas mayores llamados capsómeros. El capsómero es la 
unidad morfológica que puede apreciarse al microscopio 
electrónico. 

La información para la agregación apropiada de las 
subunidades estructurales en capsómeros se encuentra 
dentro de la estructura de las propias proteínas, y el ре 
ceso global de ensamblaje se denomina autoensamblaje. 
Еп muchos virus, este proceso de autoensamblaje está asis- 
tido por chaperones moleculares, proteínas que ayudan en el 
plegamiento y ensamblaje pero que no forman parte de la 
estructura final (vénse Sección 7,16). Un único virión tiene 
generalmente un gran número de unidades morfológicas. 
El complejo de ácido nucleico y proteína empaquetado en 
una partícula vírica se llama nucleocápsida vírica, Dentro 
del virión existen una o más enzimas específicas del virus. 


Parvovius НА Animales DNA monocatenario 
фа Bacteria 

Virus 40 de simios (SV40) Animales 

Poliovirus Animales 

Virus del mosaico de la coliflor Plantas 

Virus del mosaico del guisante Plantas 

Reovirus tipo 3 Animales DINA bicatenaro. 
Bacteriófago lambda Bacteria DNA bicatenario 
Virus del Herpes simplex рот. Animales DNA bicatenario 
Bacteriófago T4 Bacteria DNA bicatenano 
Citomegahwirus humano. Animales DNA bicatenario 


Пут 
pcs Vino que contienen anto RNA сопу DNA mono temas 


Lineal 1 5170 bases 
Circular 1 5386 bases 

Circular 1 5043 panes de bases 
Lineal 1 7433 bases 

Circular 1 8025 pares de bases 
Lineal 2 diferentes 9370 bases (total) 

Leat 10 diferentes 23540 pares de bases (total) 
Lineal 1 48 514 pares de bases” 
Lineal 1 152 260 pares de bases 
Lineal 1 168 03 pares de bases 
Lineal 1 220 351 panes de bases 


Jens virales escugidas esta tabla se сои con actitud pame han sado secuenciados Sin embargo, esta exactitud puede ser equivoca 
ecuenciado una cepa o lamen particular del viren, Po ant 
vue һа intentado escoger el mayor y el menor delos virus cunda: ina más bien aña muestra representativa de los amados уа delos 


Secuencia y el numero exacto de bases de stos islami tos рые let 


El total incluye la extensiones де 12 подоб de cata extremo de la Jura lineal de ОМА (nosse Sección 430) 


|газ e 
Proteina de а cubierta en un vrus sl, como el causante del mosaico 
нао (А Microscopia electrica ûe айа resolución де una porción 
ela риси va. Ы Ensambij del лп del mosaico del tabaco EI 
МАА adopta una contguración racial rodeado por la proteina dela 
сарајда. El centro de la particula es hueco. 


Tales enzimas suelen jugar algún papel durante los proce- 
sos de infección y replicación, como comentaremos más 
adelante en este capítulo. 

Aunque la estructura del virus que acabamos de des- 
cribir suele ser la estructura total de una partícula vírica, 
Algunos virus tienen estructuras más complejas. En los vi- 
тив envueltos, la nucleocápsida está rodeada por una mem- 
brana (Figura 9,3). (Los virus sin membranas se denominan 
а veces virus desnudos.) Las membranas víricas son gene- 
falmente bicapas lipídicas (véase Sección 4.5), a las que a 
menudo se asocian proteínas específicas del virus. 


Simetría de los virus 
Las nucleocápsidas víricas están construidas de una ma- 
тега altamente simétrica. La simetría se refiere a la mane- 


a en que las unidades morfológicas proteicas se ordenan 
en la cubierta vírica. Cuando una estructura simétrica se 


fota alrededor de un eje, se ve de nuevo la misma forma 
ras un número determinado de grados de rotación. En los 
Virus se reconocen dos tipos de simetría, que se corres- 

iden con las dos formas primarias que poseen: la cilín- 
rica y la esférica. Los virus con forma alargada tienen 
Simetría helividal, y los virus esféricos, simetría icosaédri- 
са. En todos los casos, la estructura característica del virus 
"está determinada por la estructura de las subunidades de 

ina que la componen. 

Un virus típico con simetría helicoidal es el virus del 

mosaico del tabaco (TMV) ilustrado en la Figura 9.2. Es un 


Virus desnudo Virus con envoltura. 


"Comparación de dos tipos básicos de particulas vincas, 
virus desnudos y vrus con envoltura, 


virus RNA compuesto de 2130 subunidades proteicas 
idénticas ordenadas en una hélice, Las dimensiones glo- 
bales del virión del TMV son 18 x 300 nm. Las longitudes 
de los virus helicoidales están determinadas por la longi- 
tud del ácido nucleico, pero la anchura de la partícula 
vírica helicoidal está determinada por el tamaño y dispo- 
sición de las subunidades proteicas. 

Un icosaedro es una estructura simétrica de forma casi 
esférica que tiene 20 caras. La simetría icosaédrica es el 
modo más eficiente de ordenar subunidades en una cu- 
Мета cerrada, ya que usa el menor número de unidades 
para construir una cápsida, El ordenamiento más simple 
Че unidades morfológicas es de 3 por cara, lo que da un to- 
tal de 60 unidades en la partícula vírica. Las tres unidades 
de cada cara pueden ser idénticas o diferentes. La mayoría 
de los virus tienen más ácido nucleico del que puede ser 
empaquetado en una cápsida de sólo 60 unidades, La si- 
guiente estructura posible que permite el empaquetamien- 
to contiene 180 unidades, y muchos virus tienen cápsidas 
соп esta configuración. Otras configuraciones conocidas 
contienen 240 y 420 unidades, respectivamente, La Figura 
944 muestra un modelo de icosaedro. La 9.40 muestra una 
micrografía de un virus icosaédrico típico (el virus del pa- 
piloma humano; HPV). La Figura 9.4 muestra un modelo 
computerizado del mismo virus. 


Virus envueltos 
Muchos virus tienen complejas estructuras membranosas 
rodeadas por una nucleocápsida (Figura 9.50), Los virus 
envueltos son comunes en el mundo animal (por ejemplo, 
el virus de la gripe), pero también se conocen virus en- 
vueltos de bacterias y plantas. La envoltura del virus con- 
siste en una bicapa lipidica con proteínas, generalmente 
glicoproteínas, embebidas en ella, Los lípidos de la mem- 
brana derivan de las membranas de la célula hospedado- 
ra, pero las proteínas son codificadas por el virus. La 
simetría de los virus envueltos no se refiere al virión com- 
pleto, sino a la nucleocápsida que está dentro de la mem- 
brana vírica 

¿Cuál es la función de la membrana en la partícula vi- 
rica? Discutiremos este punto en detalle más adelante, pero 
debemos hacer notar que la membrana es el primer com- 
Ponente estructural de la partícula vírica que interacciona 
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соп la célula. La especificidad de la infección vírica, y al- 
gunos aspectos de la penetración del virus, están en parte 
controlados por características de la membrana vírica. 


Virus complejos 

Algunos viriones son incluso más complejos, estando com- 
puestos de varias partes, cada una con diferentes formas y 
simetrías. Los virus más complicados en términos de es- 
tructura son virus bacterianos que poseen no sólo cabezas 
icosaédricas sino también colas helicoidales (Figura 9.50) 
En algunos virus bacterianos, tales como el virus T4 de Es- 
cherichia coli, la propia cola tiene una estructura compleja. 
Por ejemplo, el Т4 tiene casi 20 proteínas diferentes en la 
cola, y la cabeza del T4 tiene varias proteínas más. En es- 
tos virus complejos, el ensamblaje es también complejo. 
Por ejemplo, en el Т4 la cola completa se forma como un 
subensamblaje, y posteriormente se une a la cabeza que ya 
contiene el DNA. Finalmente, las fibras de la cola forma- 
das por otra proteína se adicionan para formar la particu- 
la de virus madura e infecciosa, 


Enzimas en viriones 

Ya hemos dicho que los viriones no llevan a cabo procesos 
metabólicos. Fuera de la célula hospedadora, un virión es 
metabólicamente inerte. Sin embargo, algunos viriones 
contienen enzimas que colaboran en el proceso infeccioso. 
Algunas de estas enzimas se requieren para los primeros 
pasos del proceso de infección. Por ejemplo, los viriones 
que infectan algunas bacterias poseen una enzima, lisozi- 
та (veáse Sección 4.8), que hace un pequeño agujero en la 
pared celular bacteriana para permitir la entrada del ácido 
nucleico vírico. (La lisozima se produce en grandes canti- 
dades en los últimos estadios de la infección, causando la 
lisis de la célula hospedadora y la liberación de los virio- 
nes.) También, algunos virus contienen sus propias po- 
limerasas de ácidos nucleicos para transcribir el ácido 
nucleico vírico а RNA mensajero (sin utilizar enzimas ce 
lulares), o porque requieren una enzima ausente en la cé- 
lula hospedadora. Por ejemplo, los retrovirus son virus 
RNA que se replican dentro de la célula utilizando DNA 
сото intermediario. Estos virus poseen una enzima Ila- 
mada transcriptasa reversa, que transcribe la información 
del RNA introducido en la célula en un DNA intermedia- 
rio. Otros virus contienen enzimas que ayudan a la libera- 
ción de los virus de la célula hospedadora en la que son 
producidos. Un grupo de estas enzimas, llamadas neurs 
minidasas, rompen enlaces glicosídicos de las proteínas у 
glicolípidos del tejido conectivo de las células animales, 
ayudando así а la liberación del virus. 


Modelo de icosaedro, (Б) МЕ 
сподгаћа electrónica del virus del papiloma humano, un virus con si- 
metria icosagdrica. Las particulas Individuales son de unos 55 nm de 
diámetro. (с) Reconstrucción tridimensional del virus del papiloma 
humano a partir de las imágenes de viriones sometidos а congelación: 
hidratación. 
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e 


laura 9.5 EZS TITTLE TI 
faros, (a) Virus de la gripe, un vius con envoura. Las particulas ind 
без tenen unos ВО nm de didmetra. Ы Vius bacteriano actor) 
Ya de Escherichia col. Obaérvese la estructura compleja. Los compo- 
Tartes do la cola están implicados en la fjación vin al hospedador 
en la penetración del dido mue, La cabeza ten unos 85 rm de de. 
та 


/__9.2 Revisión de conceptos 


En el virión de los virus desnudos, sólo están presentes ácido 
nucleico (DNA o RNA) y proteína, estando el ácido nucleico en 
el interior; el conjunto se denomina nucleocápsida. Los virus 
envueltos tienen una o más capas de lipoproteína rodeando la 
nucleocápsida. La nucleocápsida se dispone de una manera si- 
métrica, con un número preciso y orden tos de subuni- 
dades estructurales rodeando el ácido nucleico del virus. 
Aunque los virus son metabólicamente inertes, en algunos vi 
rus poseen una o más enzimas en el interior del virion, Tales 
enzimas ejercen su función en los estadios iniciales del proce- 
so infectivo. 


Y ¿Cuál es la diferencia entre un virus desnudo y un virus en- 
vuelto? 


CRECIMIENTO Y CUANTIFICACIÓN 


KEN + hospedador del virus 


Dado que los virus sólo se герісап en el interior de célu- 
las vivas, su investigación requiere el uso de hospedado- 
res apropiados. De los tres tipos de hospedador, bacterias, 
plantas y animales, los virus que infectan bacterias son los 
más fáciles de crecer en el laboratorio, 

Para el estudio de los virus bacterianos, se utilizan cul- 
tivos puros en medios líquidos o semisólidos (agar). Pues- 
to que existen muchas bacterias fáciles de cultivar, resulta 
bastante fácil estudiar los virus bacterianos, y por esta ra 
zûn ве posee un conocimiento tan detallado de la multi 
plicación de los virus bacterianos. 

Resulta más difícil trabajar con virus vegetales, ya que 
su estudio requiere a veces el uso de la planta entera, La 
infección de las plantas por los virus requiere frecuente- 
mente un orificio en la gruesa pared celular, Algunas ve- 
сез estos virus se ensayan produciendo un daño mecánico 
a la hoja de la planta, seguido de la aplicación del virus al 
área dañada. Sin embargo, algunos virus de plantas pue- 
den ensayarse utilizando protoplastos (véase Sección 48) у 
Otras técnicas de cultivos celulares líquidos, 

Aunque inicialmente un virus de animal puede crecer 
en el animal entero que es susceptible al virus, a efectos de 
investigación es deseable disponer de un hospedador más 
manejable. Afortunadamente, muchos virus de animales 
pueden ser cultivados en tejidos o cultivos celulares, y el uso 
de tales cultivos ha facilitado enormemente la investiga- 
ción de virus animales. 


Cultivos celulares 

Un cultivo celular se obtiene induciendo el crecimiento de 
células de un órgano del animal de experimentación. Las 
células se obtienen generalmente por separación quirúrgi- 
са aséptica de porciones del tejido en cuestión, disociación 
de las mismas mediante tratamiento con una enzima que 
rompe el cemento intercelular, y extensión de la suspen- 
sión resultante en el fondo de una superficie plana, tal 
como una botella o una placa de Petri. Las células gene- 
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ralmente producen material glic Чсо que permiten su 
adhesión a las superficies de cristal. La fina сара de células 
que se adhiere al vidrio o a la placa de Petri, denominada 
monocapa, se recubre con un medio de cultivo adecuado y 
el cultivo se incuba. El medio de cultivo usado para los cul- 
tivos celulares es bastante complejo, e incluye un número 
de aminoácidos y vitaminas, sales, glucosa y una capa de 
tampón bicarbonato. Para obtener un mejor crecimiento, 
generalmente es necesario la adición de una pequeña can- 
tidad de suero sanguíneo, y también suelen añadirse va- 
rios antibióticos para prevenir la contaminación bacteriana, 

También se añade un indicador de pH coloreado para ayu- 
dar a detectar esta contaminación. 

Algunos cultivos preparados de esta manera crecen in- 
definidamente y pueden constituir líneas celulares perma- 
nentes. Tales cultivos celulares son los más convenientes 
para la investigación vírica ya que suministran continua- 
mente material para estos fines. En otros casos no ocurre 
crecimiento indefinido, pero el cultivo puede permanecer 
vivo durante algunos días. Tales cultivos, llamados culti- 
vos primarios, pueden ser también útiles para la investiga- 
ción, aunque haya que preparar nuevos cultivos a partir 
de material fresco de vez en cuando, 

En algunos casos, no pueden obtenerse los cultivos ce- 
lulares en monocapa, pero pueden cultivarse los 
enteros o piezas de los mismos. Tales cultivos de órganos 
pueden ser útiles en la investigación vírica ya que permi: 
ten el crecimiento de los virus bajo condiciones de labora- 
torio más o menos controladas. 

Existe entre virus y hospedador una mayor especifici- 
dad que la otorgada por el reino o filum al que pertenece 
el hospedador. En algunos casos, la especificidad es extre- 
ma; el virus puede ser capaz de infectar y/o multiplicarse 
en tan sólo una especie о subespecie, e incluso, a veces, en 
sólo algunos de los tejidos del hospedador. En otros casos, 
sin embargo, la especificidad es más amplía. Comentare- 
mos algunas de las razones para esta especificidad en las 
siguientes secciones y en el Capítulo 16. 


Y 9.3 Revisión de conceptos 


Los virus sólo pueden replicarse en ciertos tipos de células u 
organismos, Los virus de bacterias han demostrado ser mode 
los útiles ya que las células hospedadoras crecen y se manipu- 
Jan fácilmente, Muchos virus de animales pueden crecer en 
células cultivadas, 


4 ¿Qué es un organismo hospedador? 


Y ¿Por qué es útil el uso de los cultivos celulares en la repli- 
tación vírica? 


Para comprender en detalle la naturaleza de los virus y su 
replicación, se requiere poder cuantificar el número de par- 
tículas víricas. Los viriones son casi siempre muy peque- 
ños para ser vistos al microscopio óptico. Aunque pueden 
ser observados al microscopio electrónico, la preparación 
de las muestras puede ser demasiado tediosa para ser uti- 


lizado rutinariamente para cuantificar, En general, los vi- 
rus se cuantifican determinando sus efectos en las células 
hospedadoras que infectan. En este contexto, una unidad 
vírica infecciosa es la unidad más pequeña que causa un 
efecto detectable en un hospedador susceptible, Mediante 
la determinación del número de unidades infecciosas por 
volumen de fluido puede obtenerse una estimación de la 
cantidad de virus, Discutiremos aqui varios métodos para 
determinar la unidad infecciosa vírica, limitándonos a vir 


rus de bacterias y de animales. 
Ensayo en placa 
Cuando un virión inicia una infección en una capa о cés- 


ped de células hospedadoras creciendo en una superficie 
plana, puede ocurrir una zona de fisis o una zona de inhi- 
bición de crecimiento que se traduce en la aparición de un 
área clara en el césped. Esta zona clara se llama placa o cal- 
va, y se asume que cada placa se ha originado a partir de 
la replicación de un único virión. 

Las placas son esencialmente «agujeros» en un césped 
producido por un crecimiento celular confluente, Con vi- 
rus bacterianos, pueden obtenerse placas cuando las par- 
ticulas víricas se mezclan con la bacteria hospedadora y se 
extienden como una fina capa de agar blando que cubre la 
superficie de un medio de agar (Figura 9,60). Durante la 
incubación del cultivo, la bacteria crece y forma una capa 
тагыда que es visible а simple vista, Sin embargo, allí don- 
de se haya iniciado una infección, se produce lisis de las 
células, lo que resulta en la formación de una zona clara 
Hamada placa o сай (Figura 960). 

El procedimiento del plaqueo también permite el aisla- 
miento de cepas de virus puras ya que sí una placa ha sur- 
gido de un virión único, todos los virions de la placa son 
probablemente idénticos desde el punto de vista genético. 
Algunos de los viriones de esta placa pueden ser recogi- 
dos е inoculados en un cultivo bacteriano fresco para es- 
tablecer una línea pura del virus. El desarrollo de la técnica 
del ensayo en placa fue tan importante para el avance de 
la virología como el desarrollo de los medios sólidos por 
Koch (véase Sección 1.5) para el de la bacteriologia. 

El ensayo en placa puede utilizarse para virus anima- 
les usando cultivos de células animales como sistema hos- 
pedador. Se prepara un cultivo en monocapa en una placa 
de Petri о botella plana y se extiende sobre ella la suspen- 
sión vírica. Las placas se visualizan como zonas de des- 
trucción de las células animales (Figura 9.7). 

En algunos casos, el virus puede no destruir la célula 
sino causar cambios en su morfología o velocidad de cre 
cimiento que pueden ser reconocidos. Por ejemplo, los vi- 
rus tumorales pueden no lisar las células pero las hacen 
crecer más rápidamente que las células no infectadas, ua 
fenómeno llamado transformación. Como hemos señala: 
do, las células en un cultivo de tejidos se ordenan formane 
do una monocapa. Esto es debido a que el crecimiento se 
detiene cuando las células que están creciendo entran en 
contacto entre sí (un fenómeno conocido como inhibición 
por contacto). No obstante, las células transformadas tienen 
alterados sus requerimientos de crecimiento y continúan 
creciendo y apilándose para formar un foco de crecimiento 
(llamado foco de infección cuando la transformación se ha 
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(a) 


originado por la infección vírica). Mediante la determina- 
ción del número de focos de infección, puede obtenerse 
“una estimación del número de virus. 


Eficiencia del cultivo en placa 
Un importante concepto en virología cuantitativa es el de 
la eficacia del cultivo en placa. El número de partículas de- 


terminado en el ensayo en placa siempre es menor que el 
determinado por microscopía electrónica. La eficiencia con 
que los viriones infectan las células rara vez es del 100% 
Jia menudo, es considerablemente menor. Esto no signifi- 
que los virus que no han infectado sean inactivos, aun- 

a veces éste pueda ser el caso. Simplemente significa 


e 


IT Cuantificación de virus de bacterias por el ensayo en 
piaca utlizando la técnica del agar de cobertura. (а) Se mezcla una di- 
lución de la suspensión del material que contiene el virus con una pe- 
'Queña cantidad de agar fundido у con la bacteria hospedadora, y la 
mezcla se vierte sobre la superficie de una placa con agar nutritivo. La 
bacteria hospedadora, que se ha extendido uniformemente por la capa. 
де agar de cobertura, comienza a crecer y forma, tras la incubación, un. 
Césped por crecimiento confluente. Cada partícula de virus que ве (а. 
а una cêlula y se multiplica puede causar isis celular, y las particulas 
beradas alcanzan a células adyacentes en el agar, las infectan, ве re- 
producen у, de nuevo, producen lisis y liberación de más particulas, El 
tamaño de la placa depende del virus, del hospedador y de las condi- 
ciones de cultivo. (+) Fotografía de una placa mostrando las clavas for- 
madas por un bacteriófago sobre un césped de una bacteria sensible, 
Las placas mostradas tienen 1-2 mm de diámetro, 


que, bajo las condiciones usadas, no ha ocurrido una in- 
fección productiva con estas partículas, Aunque con los vi- 
rus de bacterias la eficiencia del cultivo en placa es 
frecuentemente más alta del 50%, con muchos virus de апі- 
males puede ser muy baja, 0,1 ó 1%. No se sabe muy bien 
por qué las partículas víricas varían en infectividad. En al- 
gunos casos es posible que las condiciones usadas en la 
cuantificación no sean óptimas. Puesto que el microscopio 
electrónico no se utiliza rutinariamente para contar virus, 
ев a veces difícil conocer la eficiencia del cultivo en placa, 
pero el concepto es importante, tanto en investigación bá- 
sica como en la práctica médica. Puesto que la eficiencia 
del cultivo en placa rara vez se acerca al 100%, cuando se 
utiliza este método para cuantificar virus, es más preciso 
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Мопосара confluente de células 
de un cultivo de tejidos. 


Placas 
de virus 


Tunivos celulares өп monocapa sobre placas de Petri 
Obsérvese la presencia de placas donde зе ha producido la lisis celu- 
lar mediada por el virus. Tambión se muestra una micrografia de un 
cutivo celula, 


expresar la concentración (denominada titulo) de la sus- 
pensión vírica como número de unidades formadoras de pla- 
спу no como un número absoluto de unidades de viriones. 


Métodos de infectividad en animales 

Algunos virus no causan efectos reconocibles en los culti- 
vos celulares pero causan la muerte del animal entero. En 
tales casos, la cuantificación del virus puede realizarse por 
algún tipo de titulación en los animales infectados. El pro- 
cedimiento general es realizar una serie de diluciones de 
una muestra desconocida (véase Sección 6.5), generalmen- 
te diluciones decimales, e inyectar muestras de cada dilu- 
ción en un cierto número de animales sensibles. Después 
de un periodo de incubación adecuado, se tabula la frac- 
ción de animales vivos y muertos de cada dilución y se cal- 
cula la dilución de punto final. Ésta es la dilución a la que, 
por ejemplo, la mitad de los animales infectados mueren. 
Aunque estos métodos de dilución seriada son más tedio- 
зов y menos precisos que los de cultivo, pueden ser esen- 
ciales para estudiar ciertos tipos de virus. 


Y Revisión de conceptos 


Aunque se requiere un único virión para iniciar un ciclo infec- 
Чоо, no todas las partículas víricas son igualmente infeccio- 
sas. Uno de los métodos más precisos para medir la 
infectividad vírica es el ensayo en placa. Las placas de lisis son 
zonas claras que aparecen en la capa о césped de células hos- 
pedadoras, y cada placa se ha originado por la infección de una 
Única partícula vírica. La placa de lisis del virus es análoga a la 
colonia bacteriana, 

Z Dé una definición de eficiencia del cultivo en placa. 

2 ¿Qué es una unidad formadora de placa? 


REPLICACIÓN VÍRICA 


Características generales 
de ión vírica 


La esencia de la replicación vírica puede ser definida de 
manera simple: el virus debe inducir a la célula hospeda- 
дога a sintetizar todos los componentes necesarios para fa- 
bricar más virus. Estos componentes deben luego ser 
ensamblados en la estructura apropiada, y los nuevos vi- 
riones deben escapar de la célula para infectar otras célu- 
las. Las diferentes fases de este proceso de replicación en 
el caso de un bacteriófago pueden ser resumidas en cinco 
etapas (Figura 9.8). 
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Cicio replicative de ип virus bacteriano. Se indican las 
etapas generales de la replicación del virus. 
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1. Unión o fijación (adsorción) del virus a una célula hos- 
pedadora susceptible. 


2 Penetración (inyección) del virión o de su ácido nuclei- 
co en la célula, 


З, Síntesis de ácido mucleico y proteina; tiene lugar desde el 
comienzo hasta el final de la infección. Al principio, el 
virus redirige el metabolismo celular hacia la síntesis de 
ácido nucleico y proteínas víricas. Más tarde, se sinte- 
tizan proteínas estructurales que son componentes de 
la cubierta vírica 


A: Ensamblaje de las subunidades estructurales (y compo- 
nentes de membrana en virus envueltos) y empaque- 
tamiento del ácido nueleico para originar nuevas 
partículas víricas. 


5. Liberación de los viriones maduros de la célula. 


Estas etapas de la replicación vírica que se reconocen 
cuando las partículas víricas infectan células en cultivo se 
representan en la Figura 9,9, donde se muestra lo que se 
denomina curva de crecimiento de una etapa. En los pri- 
meros minutos tras la infección se dice que el virus sufre 
lun eclipse. El ácido nucleico del virus se ha separado de su 
cubierta proteica, e incluso si la célula hospedadora se 
rompe, el virión no se puede recuperar como entidad in- 
fecciosa. Aunque el ácido nucleico del virus puede ser in- 
feccioso, su infectividad es muchas veces menor que la del 
virión entero, ya que se ha perdido la maquinaria que in- 
troduce el genoma vírico en la célula. Además, fuera del 


Curva de multiplicación de una etapa en la replicación 
Esta gráfica muestra los resultados de un soto cicio de multipli- 
¿pación vírica еп una población de células. Tras la adsorción, desapa- 
ace la infactividad de la partícula del virus, un fenómeno llamado 
Klose. Esto es debido a la decapsidación de las partículas víricas. 
el periodo de latencia tiene lugar la replicación del ácido nu- 

у de las proteinas del virus. A continuación sigue el periodo de 
cuando el ácido nucleico y las proteinas se ensambian 
particulas víricas maduras. Si las células se rompen en esta 
pueden detectarse virus activos. Finalmente, tiene lugar la jibe- 

\ соп о sin lists celular, La evolución temporal del ciclo de una 
varia con el virus y con el hospedador. Сотрагезе la descripción 

у color de este esquema con los detalles especificos particu- 

¡dela replicación del bacteriófago T4 indicados en la Figura 9.15. 


virión, el ácida nucleico deja de estar protegido de las ac- 
tividades dañinas del ambiente, como cuando estaba den- 
tro de la cubierta. 

El eclipse ocurre durante los primeros estadíos de la 
replicación vírica. La maduración comienza cuando las 
moléculas de ácido nucleico recién sintetizadas se empa- 
quetan dentro de la proteína de la cubierta. Durante la 
fase de maduración, el título de viriones activos se incre- 
menta dramáticamente. El periodo de tiempo en el que no 
existen viriones infecciosos fuera de la célula se denomi- 
па periodo de latencia. Al final de la maduración, ocurre la 
salida de los virus, bien como resultado de la lisis celular 
о mediante algún proceso de gemación o excreción. El nú- 
mero de viriones liberados, denominado rendimiento viri- 
со (burst size, tamaño de la explosión), varía con el tipo de 
virus y el tipo de célula hospedadora y puede fluctuar de 
unos pocos a varios miles. La duración del ciclo de repli- 
cación varía de 20-60 minutos en muchos virus de bacte- 
rias a 8-40 horas en la mayoría de los virus de animales, 
En las dos secciones siguientes, consideraremos más de- 
talladamente las etapas del ciclo de replicación vírica. 


Y Revisión de conceptos 


El ciclo de vida de un virus puede ser dividido en cinco etapas: 
fijación (adsorción), penetración (inyección), sintesis de ácido 
nucleico y proteinas, ensamblaje y empaquetamiento, y libera- 
ción de nuevos virus. 


/ ¿Qué es el empaquetamiento en viriones? 
4 iA qué se тебеге eclipse? 


| os | Etapas en la multiplicación vírica: 
ión y penetración 


En esta sección discutiremos con más detalle la fijación y 
penetración del virus, las primeras etapas de la multipli- 
cación vírica, Además, consideraremos el mecanismo por 
«1 que algunas bacterias reaccionan a la penetración del 
DNA del bacteriófago. 


Fijación 
La interacción entre el virus y el hospedador se caracteri- 
za por su alta especificidad. Ёл general, esta especificidad 
se manifiesta a nivel del proceso de unión. La partícula del 
virus (desnudo о envuelto) tiene una о más proteínas de 
superficie que interaccionan con componentes específicos 
de la superficie de la célula llamados receptores, Los тесер- 
tores de la superficie de la célula son componentes nor- 
males del hospedador, tales como proteínas, carbohidratos, 
glicoproteínas, lípidos, lipoproteínas, o complejos de éstos, 
a los que se une el virión. Los receptores llevan a cabo fun- 
ciones normales de la célula. Por ejemplo, el receptor del 
bacteriófago T es una proteina del transporte de hierro y 
su correlativo del fago lambda está implicado en el trans- 
porte de maltosa. Los receptores de los virus de animales 
incluir moléculas implicadas en el contacto célula 
a célula o en el sistema inmune, 
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Los virus que están estrechamente relacionados no 
comparten necesariamente receptores similares. Por ejem- 
plo, el receptor del bacteriófago T2 es una proteína de 
membrana, mientras que el de su pariente cercano, el 
bacteriófago Т4, es un componente polisacarídico de 
la cubierta externa de la célula (ver más abajo). Algu- 
пов receptores son reconocidos por varios virus dife- 
rentes. 

Los receptores determinan qué células serán suscepti- 
bles de ser infectadas. En los organismos multicelulares, 
los receptores pueden ser expresados solamente por algu- 
поз tipos de células, El receptor del virus de la gripe es un 
azucar específico, el ácido siálico, que se encuentra en po- 
sición terminal en un oligosacárido unido covalentemente 
а una proteína de membrana. Esta proteína se encuentra 
еп muchos tipos celulares, incluyendo los hematíes, de 
manera que el virus de la gripe puede unirse a muchas cê- 
Julas diferentes. Otros receptores se encuentran en algunos 
tipos de células, tales como la proteína CD4 encontrada 
sólo en ciertas células del sistema inmune y usada como 
receptor por el virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH), lo que restringe los tipos de células que el VIH pue- 
de infectar. 

En ausencia del receptor, el virus no puede adsorberse, 
y en consecuencia no puede infectar, Si el receptor se alte 
та, el hospedador puede hacerse resistente а la infección 
vírica. Sin embargo, también pueden surgir mutantes del 
virus capaces de adsorberse a hospedadores resistentes. 
Además, algunos virus animales son capaces de utilizar 
más de un receptor, de manera que la pérdida de uno no 
impide generalmente la fijación. 


Penetración 
La unión de un virus а la célula origina cambios en el vi- 
rus y/o en la célula que tienen lugar en la penetración, Los 
virus deben replicarse dentro de las células, y, por tanto, 
сото mínimo el genoma virico debe entrar en su interior. 
Sin embargo, ya mencionamos (véase Sección 9.2) que рага 
que algunos virus se repliquen, algunas proteinas deben 
entrar también en la célula hospedadora. Es importante 
dejar claro que la fijación e incluso la penetración de una 
célula susceptible no conducirá a la multiplicación vírica 
si no puede leerse la información contenida en el genoma 
vírico. Una célula que permite la multiplicación de un vi- 
rus se denomina permisiva para ese virus. 

Diferentes virus tienen diferentes estrategias de pene- 
tración. En el caso de algunos virus de animales, el virus 
envuelto es decapsidado en la membrana plasmática, pero 
en muchos otros el virión entero entra en la célula por en- 
docitosis. En tales casos, el virus debe ser posteriormente 
decapsidado (parcial o totalmente) para que el genoma 
tenga acceso a la célula y pueda replicarse. A veces, esta 
decapsidación tiene lugar en el citoplasma mientras que en 
otras se produce en la membrana nuclear, 

Las células con paredes celulares, como las bacterianas, 
son infectadas de manera diferente a las células animales 
que carecen de pared celular, Los mecanismos de penetra- 
ción más complicados se han encontrado en los virus que 
infectan bacterias. El bacteriófago T4, que infecta a Esche- 
richin coli, puede utilizarse como un ejemplo. 


La estructura del bacteriófago T4 se mostró en la Figu- 
ra 95, El virión tiene una cabeza, en cuyo interior se en- 
cuentra el DNA plegado, y una larga y compleja cola, en 
cuyo extremo hay una serie de fibras de la cola. Durante cl 
roceso de unión, los viriones se unen primero a las célu- 
por medio de las fibras de la cola (Figura 9.10). Los ex- 
tremos de las fibras interactúan específicamente con 
estructuras polisacarídicas que forman parte de la mem- 
brana externa de la pared celular de Gram negativas (oé0- 
se Sección 4.8). Estas fibras entonces se retraen, y el núcleo 
de la cola contacta con la pared celular de la bacteria. La 
acción de la lisozima origina la formación de un agujero. 
La vaina de la cola se contrae, y el DNA del virus pasa 
dentro de la célula a través de un orificio en el extremo de 
la cola, permaneciendo la mayoría de la cubierta proteica 
en el exterior. 


Restricción vírica y modificación 

por el hospedador 

A menudo, los animales multicelulares pueden enfrentar- 
se y eliminar a los virus invasores por una variedad de 
mecanismos de defensa antes de que la infección se ex- 
tienda, о a veces antes de que el virus penetre en la célula 
diana. Discutiremos estos mecanismos en los Capítulos 21 
у 22. Los procariotas no poseen estas defensas. Mientras 
las extremadamente gruesas paredes celulares de hongos 
y plantas también proporcionan alguna protección, las fe- 
lativamente más finas paredes celulares de procariotas pro- 
tegen mucho menos. Los procariotas han desarrollado, sin 
embargo, resistencia a virus. 

Ya hemos visto que una de las formas de resistencia del 
hospedador a los virus deriva de la inexistencia del recep- 
tor de superficie al que el virus puede unirse, En procario- 
tas, existe otro tipo de resistencia del hospedador más 
específico que implica la destrucción del ОМА genómico 
bicatenario del virus después de que éste haya sido inyec- 
tado. Esta destrucción la llevan a cabo enzimas del hospe- 
dador que cortan el DNA virico en uno o Varios sitios, 
evitando así su replicación. Este fenómeno se denomina 
restricción y es parte de un mecanismo general del hospe- 
dador para evitar la invasión por ácidos nucleicos extraños. 

Las enzimas que destruyen el DNA se denominan 
endonuclensas de restricción o más comúnmente enzimas de 
restricción, Las enzimas de restricción son altamente espe- 
cíficas y atacan sólo ciertas secuencias (generalmente сиа- 
tro a seis pares de bases), Para que estos sistemas sean 
efectivos, el hospedador debe tener un mecanismo de pro- 
tección de su propio DNA. Esto se consigue por modifi- 
cación específica del DNA en los sitios donde actúan las 
enzimas de restricción. La modificación del DNA del hos- 
pedador se realiza por metilación de las bases púricas o 
Pirimídicas (de tal manera que sus propiedades de apa- 
reamiento no se alteran). El DNA es modificado usual- 
mente en unas bases específicas de cada banda, Durante 
la replicación semiconservativa (véase Sección 7.5) habrá 
un periodo durante el cual sólo la banda del DNA molde 
estará modificada. Un sistema enzimático de restric 
ción/modificación reconoce a este DNA como molécula 
que necesita modificación adicional en lugar de сото, 
DNA que debe ser restringido, 
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Сара de Ipopolisacárico 
(membrana externa) 


Fijación de la partícula del bacteriólago Т4 a la pared celular de Escherichia сой е inyección del DNA. (a) Particula no (аба. 
jón a la pared por fibras de la cola interaccionando con el polisacárido, (с) Contacto entre la pared celular y las espículas de la cola. 
@) Contracción de la vaina de la cola ө inyección dei ОМА. Para una descripción detallada de la pared celular de Gram negativa, véase Sec- 


cn, 


Las enzimas de restricción son específicas para DNA bi- 
catenario, y los bacteriófagos que contienen este tipo dı 
DNA son bastante abundantes. En consecuencia, las enzi 
mas de restricción están también ampliamente distribui 
das en procariotas. Analizaremos el importante uso 
práctico de las enzimas de restricción en genética e in- 
eniería genética más adelante (véase Sección 10.13 y Ca- 
pítulo 13). 

Algunos virus pueden superar los mecanismos de res- 
úricción del hospedador por modificaciones en su ácido 
'nucleico que, de esta manera, deja de ser susceptible al ata- 


que enzimático. Se han reconocido dos tipos de modifica- 
¡iones químicas del DNA vírico: glucosilación y metilación. 
Por ejemplo, los bacteriófagos T-par (Т2, T4 у Т6) tienen su 
DNA glicosilado en diferentes grados, y la glucosilación 
previene o reduce ampliamente el ataque por las endonu- 
deasas. Se han encontrado muchos otros ácidos nucleicos 


¡Víricos que son modificados por metilación, pero la gluco- 
Silación sólo se ha encontrado en los bacteriófagos T-par. 
mos enfatizar que la modificación del ácido nucleico 
ocurre después de que ha tenido lugar la replicación. 


Otros virus, tal como los bacteriófagos ТЭ y Т7, evitan la 
restricción codificando proteínas que inhiben los sistemas 
de restricción del hospedador. Algunos hospedadores tie- 
теп múltiples sistemas de restricción y metilación que ayu- 
dan a evitar la infección de aquellos virus que pueden 
superar sólo uno de ellos. 

Sin embargo, no todos los sistemas de restricción re- 
conocen DNA no modificado. Se conocen sistemas de 
restricción que ¡sólo actúan sobre DNA modificado! Clan 
mente, el hospedador que contiene esta enzima no contie- 
ne la enzima modificadora. Sin embargo, este hospedador 
resulta protegido de la infección por un que fue mo- 
dificado durante su reproducción previa en otra cepa del 


hospedador. 

Los гез también contienen otras metilasas de 
DNA además de las implicadas en su protección frente a 
sus propias enzimas de restricción. Algunas de estas meti- 
lasas pueden estar implicadas en la reparación de DNA о 
en la regulación génica, pero otras pueden ofrecer protec- 
ción al DNA del hospedador. Esto es debido a que algunos 
virus codifican sus propias enzimas de restricción. 


244 = Capítulo 9 = VIROLOGÍA BÁSICA 


Y 9.6 Revisión de conceptos 


La unión de un virión a la célula hospedadora es un proceso al- 
tamente específico que implica la interacción de proteínas pre- 
sentes en la superficie de la partícula vírica con receptores de 
superficie de una célula hospedadora susceptible. Sólo después 
de que la fijación se haya producido, puede el genoma vírico 
penetrar en la célula hospedadora. La resistencia del hospeda- 
dor a la infección vírica puede producirse de diversas maneras. 
Los procariotas pueden tener sistemas de restricción/modifi- 
cación que reconocen y destruyen DNA extraño. 
Y ¿Cómo contribuye el proceso de fijación a la especificidad 
Virus/hospedador? 
/ ¿Porqué algunos virus necesitan ser decapsidados después 
de la penetración mientras que otros по? 


Etapas en la multiplicación vírica: 
producción de ácido nucleico 


Para que la replicación vírica pueda tener lugar, deben 
surgir por replicación nuevas copias del genoma vírico 
sintetizar proteínas específicas del virus Generalmente, 
la producción de algunas proteínas víricas comienza muy 
poco después de que el genoma vírico haya entrado en la 
célula hospedadora (si ло requiere decapsidación). La pro- 
ducción de estas proteinas requiere RNA mensajero espe- 
cífico del virus. En ciertos tipos de virus RNA, el genoma 
mismo puede servir como mRNA. Sin embargo, en el caso 
de la mayoría de los virus, debe sintetizarse primeramen- 
te MRNA, Muchos virus tienen genomas de DNA bicate- 
nario (como el de la célula hospedadora) y ya hemos 
comentado las características de la producción de mRNA 
а partir de DNA bicatenario (véanse Secciones 7.8 y 7.11). 

Sin embargo, un gran número de virus tienen otros 
pos de genomas, y estos incluyen no sólo DNA monocate- 
nario sino RNA, tanto monocatenario como bicatenario. 
Además, hemos mencionado que algunos virus tienen un 
tipo de ácido nucleico en el virión pero usan otro como in- 
termediario replicativo. Todos estos genomas «inusuales» 
presentan problemas a la hora de la multiplicación vírica, 
ya que implican transferencia de información, tal como 
КМА a RNA o RNA а DNA, que no realizan las enzimas 
del hospedador. 


Esquemas de replicación vírica 
El virólogo David Baltimore, uno de los galardonados con 
el Premio Nobel de Medicina en 1975 por el descubri- 
miento de los retrovirus y de la transcriptasa reversa, 
desarrolló un esquema de clasificación de virus basada 
principalmente en la relación entre el genoma vírico y su 
mRNA. En el esquema de la clasificación de Baltimore 
(Tabla 9.2), los virus con DNA bicatenario (ds del inglés 
double stranded) están en la Clase І. La producción del 
mRNA de tales virus puede producirse de igual manera 
que en el hospedador, aunque virus diferentes usan di- 
versas estrategias para asegurar que el mRNA vírico es 
sintetizado preferentemente respecto al mRNA del hos- 
pedador. La Clase П agrupa virus con DNA monocatena- 
rio (ss). Antes de que pueda sintetizarse el mRNA de 
estos virus, debe sintetizarse una banda complementaria 
de DNA, ya que la RNA polimerasa usa DNA bicatenario 
(véanse Secciones 7.8 y 7.9). Estos virus usan un DNA bi- 
catenario durante su replicación, y este intermediario es 
usado para la transcripción (Figura 9.11). La síntesis del 
dsDNA intermediario y la transcripción posterior se lle- 
va a cabo por enzimas celulares (aunque puedan partici- 
par algunas proteínas víricas). La situación es totalmente 
diferente en los virus con genomas RNA (Clases II-VI). 

Antes de que veamos con más detalle, se necesita algún 
tipo de nomenclatura relativa a la orientación de la banda 
de ácido nucleico. Recuérdese que el mRNA es comple- 
mentario а la banda de DNA que fue usada como molde y 
que el mRNA puede ser traducido a proteína (véase Capi- 
tulo 7). Por convención, el mRNA se considera que pre- 
senta la configuración de tipo más o positiva (+). Su 
complementaria estará en la configuración menos о negati- 
тм (-). Esta nomenclatura puede utilizarse para describir 
la orientación de cualquier virus monocatenario (RNA о 
ОМА) pero se usa principalmente рага los virus RNA. Un 
virus que tiene un genoma de RNA monocatenario con la 
misma orientación que su mRNA se considera un virus 
КМА con cadena positiva. Un virus cuyo genoma de RNA 
monocatenario es complementario a su RNA se dice que 
ез un virus RNA con cadena negativa (Nótese que positivo 
y negativo no son términos absolutos, sino que se usan en 
relación al mRNA del virus.) 

Debe considerarse, además, que las RNA polimerasas 
celulares no catalizan generalmente la formación de RNA 


TABLA 9.2 


Genoma RNA monocatenario, sentido menos 
Genoma RNA monocatenario que se replica a través 
Че un intermediario de DNA 
УШ Genoma DNA bicatenario que se replica a través 
Че un intermediario de RNA 


1 
п 
ш 
IV Genoma RNA monocatenario, sentido más. 
۷ 
м 


Lambda, T4 Herpesvirus, рох virus 
фал Virus de la anemia del pollo 
se Reovirus (обаве Sección 16.9) 
мә Poliovirus 
Virus de la gripe, virus de la rabia 
Retrovirus 
Virus de la hepatitis B 
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Virus Sintesis de la otra banda 
dsDNA (у | 

Clase | 
Y Clase VID) ОНА intermediario 


ssANA (4) 
retrovirus 
Transcripción Clase VI 


СА Virus 
ssRNA ЗАА, 
Clase V Clase iil 


Formación de mANA después de la infección de las cólulas por virus de diferentes tipos. La polaridad del mANA вө considera 
positive (+), El sentido de ов diferentes ácidos nucleicos viicos se indica como + si es ві mismo que ө! del mRNA, como - si es opuesto, y + si 
ө bicatonario, Casi todos los virus con DNA monocatenario son de polaridad +, aunque en algunos casos pueden empaquetarse tanto la banda. 
+ como la banda ~. No está claro sí una partícula con la banda - es infecciosa. Las diferentes clases de virus de la clasificación de Baltimore se 


muestran en la Tabla 9.2. 


a partir de un RNA molde, sino que requieren un molde 
де DNA. Por tanto, los virus RNA requieren una RNA po 
limerasa específica dependiente de RNA. Consideremos 
este requerimiento desde el punto de vista de los tipos de 
virus con genomas RNA. El caso más simple lo represen- 
tan los virus con cadena de RNA positiva (Clase ТУ) donde 
Ja cadena de RNA vírico que penetra es la cadena positiva 
y por tanto, sirve directamente como mRNA: Además de 
otras proteínas requeridas, este mRNA codifica para la 
polars especifica del rus. Esta pollas pa 
mero hace cadenas negativas complementarias y luego las 
utiliza como templados para hacer más cadenas positivas. 
La situación es más complicada en el caso de los virus 
ЕМА соп cadena negativa (Clase V)(cuyos viriones contie- 
пеп solamente la banda negativa) o de los virus con RNA 
bicatenario (Clase Ш). En ningún caso, el RNA que pene- 
tra sirve como mRNA, y, por tanto, este mRNA debe sin- 
etizarse en primer lugar. Sin , como mencionamos 
“anteriormente, las células no tienen por lo general una 
RNA polimerasa capaz de hacer esto. Para resolver este 
problema, estos virus contienen algunas moléculas de esta 
“enzima en sus viriones, y son inyectadas en la célula junto 
con el RNA genómico. Por tanto, en estos casos, la cadena 
más complementaria se sintetiza por esta RNA polimera- 
За dependiente de RNA y usada como mensajero. 


Los retrovirus (agentes causales de ciertos tipos de сіп 
ceres y del síndrome de la inmunodeficiencia adquirid: 
SIDA) son virus RNA que se replican a través de un inter- 
mediario (Clase VI). El proceso de copiar la información 
presente en el RNA al DNA se llama transcripción rever- 
за, y por tanto, estos virus requieren una enzima llamada 
transcriptasa reversa. (La telomerasa es un tipo de trans- 
criptasa reversa; véase Sección 7.7.) Aunque la cadena de 
RNA retrovírico que penetra es la cadena positiva, no se 
utiliza como mensajero, y, en consecuencia, estos virus de- 
ben llevar transcriptasa reversa en sus viriones. Después 
de la infección, el RNA monocatenarío ssRNA (ss, de sîn- 
gle stranded) del virión es copiado a DNA bicatenario (a 
través de un intermediario de ssDNA), y el dsDNA sirve 
entonces como templado para la síntesis de mRNA (por 
tanto, ssRNA — ssDNA > dsDNA). Otra clase de virus, la 
Clase УП, incluye virus que tienen DNA bicatenario en sus 
viriones pero se replican a través de un intermediario de 
RNA, y, por tanto, también usan la transcriptasa reversa 
(véase Sección 16.14). La estrategia usada por estos virus 
para producir mRNA es la misma que la de los virus de la 
Clase 1 (Figura 9.1), 

Aunque pueda parecer que esto cubre todas las posibi- 
lidades, se conocen virus que tienen un genoma de RNA 
de cadena sencilla, con una mitad en la orientación positi- 
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va (que puede usarse como тЕМА) y Іа otra en orienta- 
ción negativa. A partir de esta última, debe sintetizarse una 
cadena complementaria antes de que los genes puedan ser 
traducidos, Tales virus se llaman ambioirus. 

Aunque esta discusión trata principalmente de la for- 
mación de mRNA, parte de la información vírico está re- 
lacionada con la replicación del propio genoma (véase 
también Figura 9.11), Sin embargo, algunas veces los vi- 
rus usan estrategias de replicación complicadas que pue- 
Чеп по ser deducibles de la simple consideración del tipo 
de genoma que tenga el virus о cómo produce el mRNA. 
Algunas de estas estrategias de replicación serán aborda- 
das con mayor profundidad más adelante en el presente 
capítulo, así como en el Capítulo 16, cuando nos ocupe- 
mos de virus específicos 

Debe quedar claro que la Figura 9.11 da una visión ge- 
neral simplificada de situaciones a menudo complejas. Por 
ejemplo, aunque algunos virus pueden ser bastante pe 
queños, casi todos codifican varias proteinas funcional 
Esto puede presentar complejidades adicionales en Jos vi- 
rus de animales (o de plantas) con genomas de RNA no 
segmentado, ya que los ribosomas eucarióticos no pueden 
leer mRNA policistrónico (véanse Secciones 7.11 y 7.15). Los 
virus RNA con cadena positiva que infectan eucariotas su- 
peran esta dificultad utilizando diferentes estrategias. Por 
ejemplo, los poliovirus traducen el mRNA en una gran po- 
liproteína que luego cortan para originar los diferentes 
productos funcionales (véase Sección 16.7), Los virus RNA 
con cadena negativa, normalmente producen mRNAs sub- 
genómicos, es decir, se sintetizan cadenas positivas cortas 
que codifican proteínas individuales. Por supuesto, debe 
sintetizarse también una cadena positiva completa como 
parte de la replicación del genoma. 


Proteínas víricas 

Una vez sintetizado el mRNA, pueden sintetizarse las pro- 
teina víricas (por ejemplo, enzimas y subunidades estructu- 
rales), Las proteínas sintetizadas como resultado de la in- 
fección vírica pueden agruparse en dos amplias categorías: 


1, Proteínas (normalmente enzimas) sintetizadas inme- 
diatamente después de la infección, llamadas protef- 
nas tempranas, que son necesarias para la replicación 
del ácido nucleico vírico 


Por lo general, tanto la cantidad de proteínas víricas 
сото el momento de su aparición son objeto de regula- 
ción. Las proteínas tempranas son enzimas que, dada su 


acción catalítica, se sintetizan en pequeñas cantidades, 
mientras que las proteínas tardías, en su mayoría estruc- 
turales, se fabrican en cantidades muy superiores. 

La infección vírica altera los mecanismos reguladores 
del hospedador significando una marcada sobreproduc- 
ción de ácido nucleico y proteínas víricas en la célula in- 
fectada. En algunos casos, la infección vírica detiene 
completamente la síntesis macromolecular del 
mientras que en otros la síntesis del hospedador continúa 
en paralelo con la síntesis vírica. En cualquier caso, la re- 
gulación de la síntesis vírica está más bajo el control del vi- 


тиз que del hospedador. Varios elementos de este control 
son similares a los mecanismos regulatorios del hospeda- 
dor discutidos en el Capítulo В, pero existen también otros 
mecanismos regulatorios exclusivos del virus. Más ade- 
lante en el presente capítulo, cuando consideremos los 
virus de animales, discutiremos algunos de estos meca- 
nismos regulatorios. 


/__9.7 Revisión de conceptos 


А menudo se necesitan nuevas proteinas víricas antes de que 
tenga lugar la replicación vírica. Dichas proteínas están codifi- 
сада» por moléculas de RNA mensajero sintetizadas a partir del 
genoma vírico. En algunos virus RNA, el propio RNA vírico 
actúa como mRNA. En otros, el genoma del virus sirve de mol- 
Че para la formación de mRNA vírico y el virión contiene cier- 
tas enzimas esenciales del virus. 

+ ¿Por qué algunos tipos de virus contienen enzimas en el 

virión para producir mRNA? 


Y. Distinga entre un virus RNA con cadena positiva y un 
virus RNA con cadena negativa, 


Generalidades de virus 
de bacterias 


Los virus de bacterias, también llamados virus bacterianog 
bacteriófagos o fagos, son muy diversos. En la Figura 9.12 
se ilustran varios tipos de virus de bacterias, La mayoría 
de estos virus que se han estudiado en detalle infectan 
Bacteria del grupo entérico, tal como Escherichia coli y Sal- 
monella typhimurium. Sin embargo, se conocen virus que in- 
fectan a diversos procariotas, tanto Bacteria como Archaea, 
y como hemos mencionado, el virus con el mayor genoma 
conocido, el bacteriófago G (de gigante), infecta a Bacillus 
megaterium (véase Sección 9.2). La mayoría de los bacterió- 
fagos mejor estudiados contienen genomas con DNA bi- 
catenario, y se cree que este tipo de bacteriófago es el tipo 
más común en la naturaleza. Sin embargo, se conocen mu- 
chos tipos, incluyendo los que poseen genomas con RNA 
de cadena sencilla, con RNA de doble cadena segmenta- 
dos, y con DNA de cadena sencilla, 

Muchos virus de bacterias tienen envolturas lipídicas 
pero la mayoría carecen de ellas. Sin embargo, muchos vi- 
rus bacterianos son estructuralmente complejos. Todos los 
ejemplos de bacteriófagos con genomas de ОМА bicatena- 
rio mostrados en la Figura 9.12 tienen colas. Las colas de los 
bacteriófagos Т2, T4 y Mu son contráctiles y están implica- 
das en la penetración del ácido nucleico en el hosp 
(Figura 9.10). La cola del bacteriófago lambda es flexible. 

Aunque estos virus bacterianos fueron estudiados pri- 
mero como sistemas modelo para entender las caracte- 
rísticas generales de la multiplicación vírica, algunos 
se utilizan ahora como herramientas muy útiles en inge- 
niería genética (discutido en el Capítulo 31). Así, la in- 
formación sobre virus bacterianos no es sólo útil como 
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Aprendiendo del pasado... 


Не 
Тоз suminisvaron oi materiai do 
эндо para la Imostgación inicial del 
‘Grupo del tago», un grupo da ines» 


Мах Dolbrûck, Salvador Luria y A. D. 
posteriormente compartieron el 
Novel por su trabajo pionero. Entre. 


El grupo del fago 


юз conceptos más importantes descubiertos 
Inicialmente a partr de ta investigación sobre 
los tagos de la serie Траг están: durano iain- 
lección, sólo penetra el ácido nucieico del 
virus en la cla (un descubrimiento que sv- 
ministró evidencia a la hipótesis де que el 
DNA es el material genético): la existencia 
де recombinación genética en los virus; el te- 
nómeno de restricción y modificación (que 
condu м descubrimiento delas enzimas de 
restricción, tan importantes en ingeniería ge- 


nétcaj; la presencia on los vrus de funciones 

uncas coóficadas por genes vicos; la di- 
tinción entre funciones virales tempranas y 
tardías Las primeras ideas acerca dela des- 
писок дө аз celulas hospadadoras por los 
virus también surgieron dela investigación 
de los tagos T-par La decisión de elegir a los. 
tagos Тра como sistemas modelo y con- 
centrar el trabajo en ellos fue en gran medi- 
да responsable del notable exto del Grupo 
del ago. 


ха 


Lambda 


Mu 
| 12,14 


Representación esquemática de los principales t- 
роз de virus. Los comentados en detalla son M13, ФХ174, MS2, T4, 
lambda, Т7 y Mu. Los tamaños son a escala similar. La nuclsocápsida. 
tel 46 es aproximada, 


introducción a la discusión sobre virus de animales, sino 
también esencial para comprender los conceptos presenta- 
dos en los capítulos sobre genética microbiana (véase Ca- 
pítulo 10) e ingeniería genética (véase Capítulo 31). 

En las dos secciones siguientes de este capítulo exami- 
naremos brevemente dos tipos diferentes de ciclos de vida 
vírico: virulento y temperado. Los virus virulentos lisan o 
matan a sus hospedadores tras la infección, mientras los 
virus temperados son capaces de adquirir una situación en 
la que su genoma se replica junto al del hospedador, al 
que, por tanto, no destruyen. 


/__9.8 Revisión de conceptos 


Los virus de bacterias, o bacteriófagos, son muy diversos. Los 
bacteriófagos mejor estudiados infectan Bacteria entéricas tal 
como Escherichia coli y son estructuralmente bastante complejos. 


Y ¿Qué tipo de genoma se considera como el más común en 
los bacteriófagos? 


| э. | Bacteriófagos virulentos: Т4 


Сото hemos mencionado, un virus virulento es un virus 
cuyo ciclo replicativo resulta en la destrucción de la célu- 
la, generalmente por lisis celular. Los primeros virus que 
se estudiaron en detalle fueron un conjunto de bacteriófa- 
gos con genomas de DNA bicatenario lineal que infectan a 
Escherichia coli y a un número de Bacteria relacionadas. Un 
grupo de científicos comenzó a estudiar estos virus como 
sistemas modelo y a utilizarlos para establecer muchos de 
los principios fundamentales de biología molecular y ge- 
mática (odie el cuadro, «El Grupo del Таро»). Estos lagos 
recibieron las denominaciones de Т1, Т2, y así sucesiva- 
mente hasta T7. Ya hemos mencionado brevemente en este 
capítulo cómo uno de estos virus, T4, se fija al hospedador 
y cómo su DNA penetra dentro del mismo (véase Sección 
9.6 y Figura 9.10). En esta sección analizaremos con más 
detalle este virus para ilustrar el ciclo de replicación de los 
virus virulentos. 
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Los bacteriófagos T2, Т4 y Т6 están estrechamente re- 
lacionados, pero el Т4 es el más estudiado. El virión del 
fago T4 es estructuralmente complejo (véase Figura 9.5b). 
Consiste de una cabeza icosaédrica cuyas dimensiones glo- 
bales son 85 x 110 nm. Esta cabeza está unida a una cola 
compleja que consta de un tubo helicoidal (25 х 110 nm) a 
la cual зе añaden una vaina, un «cuello» de conexión con 
un «collar», y una compleja placa basal donde se fijan las 
fibras de la cola (véase Figura 9.5b). En conjunto, la partí- 
сша del virus tiene más de 25 tipos distintos de proteínas. 

El genoma del Т4 es una molécula lineal de DNA bica- 
tenario de 168.903 pares de bases, que codifica más de 250 
proteínas; aunque no se conoce ningún virus que codifique 
su propio aparato transduccional, el Т4 codifica varios 
tRNAs diferentes. 

Aunque está bien determinado que el genoma del T4 
tiene una secuencia lineal única, la secuencia del genoma 
de un virión individual difiere de la secuencia que uno en- 
contraria en otro virión. Primero, la comparación de las se- 
cuencias de varios viriones T4 muestra que el DNA está 
circularmente permutado. Las moléculas que están relacio- 
nadas mediante permutaciones circulares parecen prove- 
nir de un círculo que es cortado, pero en cada caso el corte 
se produce en un lugar diferente, Además, el DNA de cada 
virión tiene secuencias repetidas en cada extremo (repeti- 
ciones terminales) de aproximadamente 3000 a 6000 pares 
de bases. El mecanismo de empaquetamiento del DNA del 
T4 implica cortar el DNA de una molécula de DNA larga 
que contiene varios equivalentes del genoma unidos por 
los extremos, una molécula conocida como concatémero (Fi- 
gura 9,13), Este concatémero se corta una vez que la cabe- 
за está Пепа, y no en una secuencia específica. Puesto que 
la cabeza del f4 admite algo más que ип genoma comple- 
to, el mecanismo de llenar cabezas conduce a la permuta- 
ción circular y a la redundancia terminal. La permutación 
circular origina la interesante situación de que aunque el 
genoma del Т4 es lineal, el mapa genético de este organis- 
mo es circular. El DNA del T4 contiene la base modificada 
5-hidroximetilcitosina en vez de citosina (Figura 9.14). Éste 
es el residuo que es glucosilado (véase Sección 9.6), y el 
DNA con esta modificación es virtualmente resistente a to- 
das las enzimas de restricción conocidas; por tanto, el 
DNA que penetra está bien protegido de las defensas del 
hospedador, 


Acontecimientos durante la infección del Т4 
Al comienzo de la infección, el Т4 debe dirigir Іа síntesis 
de RNA, y luego de proteínas, desde su ргоріо genoma y 
también replicar un DNA que contiene una base que no se 
encuentra en el genoma del hospedador. Un minuto des- 
pués de la fijación y penetración, ha cesado la síntesis del 
DNA, RNA y proteínas del hospedador, pero ha comen- 
zado la transcripción de ciertos genes del fago. La traduc- 
ción de estas proteínas comienza poco después, y a los 
cuatro minutos ha comenzado la replicación del DNA del 
fago, La sucesión temporal de estos sucesos durante la in- 
fección del ТА se muestra en la Figura 9.15. 

En su conjunto, los genes del T4 pueden dividirse en 
tres grupos, que codifican las proteínas tempranas, inter- 
medias y tardías, respectivamente (Figura 9.15). Las pro- 
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teínas tempranas y medianas son enzimas implicadas en 
la síntesis del DNA y en la transcripción. Las proteínas tar- 
días son las proteínas de la cabeza y de la cola, y enzimas 
relacionadas con la liberación de las partículas de fagos 
maduros de la célula. 

Aunque el Т4 tiene un genoma muy grande, no codifi- 
са su propia RNA polimerasa. El control dela sintesis de 
mRNA implica la producción de proteínas que modifican 
secuencialmente la especificidad de la RNA polimerasa del 
hospedador a fin de que reconozca los diferentes promo- 
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Evolución temporal de la infección por el fago T4. Tras la inyección del ОМА se produce mRNA temprano ө intermedio que codi- 


fca nucioasas, ОМА polimerasa, nuevas factores sigma especificos del fago y otras proteinas implicadas en la replicación del DNA, El АМА tar- 
бо codifica proteinas estructuralas del vión y la lisozima del Т4, necesaria para isar ia cêlula y permit la liberación de nuevas partículas del fago. 


tores del fago. Los promotores tempranos son leídos di 
rectamente por la RNA polimerasa del hospedador y re- 
quieren la función del factor sigma celular. (Los primeros 
genes del T4 que se transcriben a veces se denominan ge- 
лез tempranos inmediatos para distinguirlos de los genes tem- 
pranos retardados, cuya transcripción requiere la síntesis de 
Algunas proteínas del fago, posiblemente implicadas en el 
bloqueo de la terminación de la transcripción normal.) Las 
proteínas específicas del fago sintetizadas a partir de ge- 
nes tempranos modifican covalentemente las subunidades 
alpha de la RNA polimerasa del hospedador (véase Sec- 
ción 7.8), y otras se unen también a la polimerasa. Estas 
modificaciones cambian la especificidad de la polimerasa 
т ahora reconoce promotores intermedios del Т4. Una 

Jas proteínas tempranas del T4, llamada МОЌА, aparen- 
temente reconoce una secuencia particular en estos pro- 
motores. La transcripción de los promotores tardíos 
úrequiere un nuevo factor sigma codificado por el Т4 у, cu- 
riosamente, también síntesis del DNA del T4. Muchos bac- 
teriófagos usan la modificación secuencial de la RNA 
polimerasa para regular la expresión génica. 

El T4 codifica más de 20 nuevas se sinteti- 
гап inmediatamente después de la infección. Éstas incluyen 
enzimas para la síntesis de la base inusual 5-hidroxymetil- 
itosina, y para su glucosilación, así como una enzima que 
destruye el precursor normal del DNA deoxicitidín trifos- 
fato. Además, el T4 codifica un número de enzimas que tie- 
nen funciones similares а las enzimas implicadas en la 
sintesis de DNA propias del hospedador pero se forman en 
mayores cantidades, permitiendo de este modo la síntesis 
Че DNA específico del T4. 

Como ya se ha mencionado, el Т4 codifica más de 250 
‘proteínas, у casi la cuarta parte participan en la síntesis o 
el procesamiento del DNA que se produce en la replica- 
“ción. (Varias de ellas son también nucleasas que destruyen 
el DNA del hospedador para obtener los bloques рага 
construir el DNA vírico.) Recuérdese que a efectos de em- 


paquetamiento, el DNA de cada virión se corta a partir de 
una molécula mucho más larga de manera que el ОМА 
empaquetado sea lineal, con redundancias terminales y 
ligeramente mayor que la mínima longitud del genoma, 
Esta ¡ción no es una mera complicación, sino el re- 
sultado del mecanismo que usa el Т4 para replicar com- 
pletamente su genoma lineal. 

Recuérdese que, cuando comentamos la replicación del 
DNA en el Capítulo 7, mencionamos que existía una difi- 
cultad inherente a la replicación completa del DNA lineal, 
y que los elementos genéticos lineales utilizaban diferen- 
tes soluciones para superar este problema (tase Sec- 
ción 7.7). El DNA terminalmente redundante del T4 que 
infecta a una célula hospedadora se replica primero como 
una unidad, y luego estas unidades se recombinan (la re- 
combinación se describe en el Capítulo 10) para formar un 
gran concatémero (véase Figura 9.13). A partir de este con- 
catémero se cortan las nuevas moléculas de DNA para ser 
empaquetadas en los nuevos viriones. Puesto que la re- 
combinación tiene lugar en las secuencias repetidas de los 
extremos, no se pierde información. Veremos otros meca- 
nismos que usan los virus con genomas lineales de DNA 
рага superar esta dificultad (péase Secciones 9.10, 164 y 
165). 

Muchos de los genes tardíos codifican proteínas es- 
tructurales del virión, incluyendo las de la cabeza y la cola. 
El ensamblaje de las cabezas y las colas se produce inde- 
pendientemente, el DNA es empaquetado en la cabeza en- 
samblada, y la cola y las fibras de la cola se añaden luego. 
La salida del virus de la célula ocurre luego como resulta- 
do de la lisis celular. El fago codifica una enzima lítica, la 
lisozima del T4, que ataca al peptidoglicano de la célula 

ra. 

Tras el ciclo lítico, que dura sólo unos 25 minutos (Fi- 
gura 9.15), se liberan más de 100 nuevas partículas víricas 
de la célula hospedadora, que ha sido casi completamente 
destruida. El Т4 es un buen ejemplo, pero no un ejemplo 
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extremo, de un virus virulento. A continuación, examina- 
remos un virus que tiene otras opciones en su ciclo de vida. 


У__9.9 Revisión de conceptos 


Una vez que un virus уншемо е fja auna cla 

ra e inyecta su DNA en ella, la expresión de los virus 

es regulada para reconducir la maquinaria sintética del море 

dador a la reproducción del ácido nucleico y proteínas. 

Los nuevos viriones se ensamblan luego y se liberan de la cé 

lula, generalmente mediante lisis celular. El T4 es un 

de un bacteriófago virulento con genoma de DNA bicatenario. 

Y Qué es un virus virulento? 

+ Cite un ejemplo de un mecanismo utilizado por el T4 para 
asegurar que se transcriben sus genes en lugar de los genes 
del hospedador. 


Particula меса 


де а cubierta; ensamblaje 
де las partículas víricas 


Bacteriófagos atemperados: 


Muchos virus son virulentos, pero otros virus, aunque 
capaces de destruir células, tienen la opción de un ciclo 
de vida diferente con efectos más sutiles sobre el hospe- 
dador. Tales virus se denominan atemperados. Estos vi- 
rus pueden entrar en un estado llamado lisogenia, en el 
que la mayor parte de los genes víricos no se expresa y 
el genoma viral se replica en sincronía con el cromosoma 
celular. 

El de un fago atemperado se duplica con el del 
hospedador y durante la división celulas pasa de una ge- 
neración bacteriana a la siguiente, Bajo ciertas condiciones, 
estas bacterias, llamadas lisogénicas, pueden producir es- 


[aura o 10 Consecuencias ве la nisccón por un Bacierdago alemperado. Las afemalvas Vas a осот on la repicación yla ber 
ción virus maduros (Isis) o la integración del DNA del virus en el DNA del huésped (Isogenización). La célula lisogénica puede ser también in- 


ducida a producir virus maduros y lisis. 
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pontáneamente viriones del fago atemperado. La lisogenía 
tiene probablemente importancia ecológica pues muchas 
bacterias aisladas de la naturaleza son lisogénicas para uno 
о más bacteriófagos. La lisogenia no está limitada a los 
bacteriófagos. Muchos virus animales mantienen relacio- 
nes similares con sus hospedadores, 


Visión general del ciclo de vida 

de un fago atemperado 

No es la presencia, ni siquiera la replicación del DNA víri- 
со lo que origina la producción de nuevos viriones y la 
muerte de la célula hospedadora. Lo que es perjudicial es, 
en realidad, la expresión del genoma del virus. Es posible 
imaginar células hospedadoras que albergan genomas у! 
ricos sin sufrir daño alguno, si la expresión del genoma vi 
rico pudiera estar controlada. Ésta es la situación que tiene 
lugar en la lisogenia. Sin embargo, cuando este control se 
pierde, el virus entra en el ciclo lítico, produce nuevos vi- 
riones, y finalmente, la célula hospedadora se lisa. En un 
momento determinado, en un cultivo de células lisogéni- 
cas, sólo una pequeña fracción de células, 0,1-0,0001%, pro- 
duce virus y se lisa, mientras que la mayoría пі produce 
virus, ni se lisa, Aunque, de hecho, las células de una cepa 
lisogénica raramente producen virus, cada célula tiene la 
capacidad potencial de hacerlo. La lisogenia puede, рог 
tanto, considerarse como un rasgo genético a nivel de сера 
bacteriana. 

En la Figura 9.16, se muestra una visión global del ciclo 
de vida de un bacteriófago atemperado. El fago atempera- 
Чо no existe dentro de la célula en su estado maduro in- 
feccioso, sino en una forma latente denominada estado de 
provirus o profago, En el ejemplo de la Figura 9.16, el pro- 
fago está integrado en el cromosoma bacteriano y se repli- 
ca junto con la célula hospedadora siempre que los genes 
que controlan el ciclo lítico no se expresen. Este control se 
efectúa normalmente mediante una proteína represora co- 
dificada por el virus (lo que indica que al menos esta pro- 
teina se expresa). La proteína represora viral no sólo 
controla los genes líticos del profago, sino que además evi- 
ta la expresión de cualquier genoma del mismo virus que 
penetre en la célula, Esto ocasiona que las células lisogé- 
nicas tengan inmunidad frente a la infección por el mismo 
tipo de virus. 

Sin embargo, si este represor es inactivado o se inhibe 
su síntesis, el profago resulta inducido (Figura 9.16 cen- 
tro), Esta inducción resulta en la producción de nuevos 
Viriones y en la lisis de la célula hospedadora. En algu- 
поз casos (como veremos más adelante), la inducción pue- 
de ser provocada por las condiciones ambientales. Si 
un virus pierde la capacidad para abandonar el genoma 
de la célula (a causa de una mutación) se convierte en un 
virus críptico. Los estudios de secuenciación de genomas 
han mostrado que muchos cromosomas bacterianos con- 
tienen trozos de DNA que fueron parte de un genoma 
vírico, 

Nótese que la Figura 9.16 muestra que la infección de 
ûna célula por un virus atemperado puede conducir al ci- 
Чо lítico o al ciclo lisogénico. A continuación, comentare- 
mos los factores que favorecen una u otra vía durante la 
infección por el bacteriófago lambda. 


El bacteriófago lambda 

Uno de los fagos atemperados mejor estudiados es el fago 
lambda que infecta a Escherichia coli; el conocimiento que 
tenemos de los mecanismos implicados en la lisogeniza- 
ción o еп el ciclo lítico de este fago son muy avanzados. 
Morfológicamente, las partículas de lambda son semejan- 
tes a las de otros muchos bacteriófagos (Figura 9.17; véase 
también Figura 9.12) 

El genoma de lambda consiste en una molécula de 
DNA lineal bicatenario, pero en el extremo 5' de cada una 
Че las bandas hay una cola de cadena sencilla de 12 nu- 
dleótidos de longitud. Estas terminaciones monocatenarias 
son complementarias (se dice que los extremos del DNA 
son cohesivos). Así, cuando los dos extremos del DNA es- 
tán libres en la célula hospedadora, se asocian y el geno- 
та adopta la forma de un circulo bicatenario. Por tanto, en 
el caso de lambda el problema de replicar el DNA lineal se 
resuelve de manera muy diferente al del Т4. En su forma 
circular el DNA contiene 48.502 pares de bases. La Figura 
9.18 es una representación del mapa genético de lambda 
tras su circularización. 

Antes de considerar la organización y expresión de es- 
tos genes, debemos considerar que lambda, como otros bac- 
teriófagos temperados, puede llevar a cabo un ciclo МНсо 
o uno lisogénico. Normalmente, lambda escoge la via ti- 
ca (es decir, la mayoría de las veces se comporta como un 
fago virulento). Sin embargo, la regulación de la expresión 
génica en lambda es tal que, a veces, no resulta elegido el 
ciclo litico. Analizaremos ahora la infección de una célula 
por lambda para ver cómo se presentan estas opciones, 


Infección y ciclo lítico de lambda 

El virión de lambda se fija a una proteína específica de la pa- 
red celular de Escherichia coli (véase Sección 9.6) е inyecta su 
DNA. El DNA se circulariza casi inmediatamente, y, si la 
célula no es ya lisogénica para lambda (у, por tanto, no in- 
mune), comienza la expresión del genoma del fago, Las pri- 
meras etapas en la expresión génica son las mismas, соп 
independencia de que el resultado final sea lisis o lisogenía. 


+7 


GEEA Mcrografa electrónica de particulas del bactendfa- 
до lambda (tinción negativa). La cabeza de cada partícula tiene unos 
65 nm de diámetro. 
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[gora o.18 Mapa conato y molecular ав tago тда Los genes 
зе designan por letras; aft, o de fjación al cromosoma del hospedador 
¡Ganas de especial interés: cl. proteina represora; On, operador derecho; 
Pa promotor derecho; O, operador irquiedo; P,, promotor izquierdo; cro, 
gen para el segundo represor; N, regulador positivo que contrarresta la ter- 
minación dependiente de rho; J-U, genes que codifican proteinas de la 
cola; Z-A, genes que codifican proteínas de la cabeza. La región regula- 
toria de lambda (mostrada en amarlo) está situada en la parte superior 
Че este mapa circular, También se conoce como región de la inmunidad 
y contlene el gen с. El sitio creado cuando se unen los extremos cohe- 
змов del genoma de lambda se denomina cos (mostrado en azu). La 
transcripción temprana de lambda ocurre fundamentalmente hacia а iz- 
quierda (sentido anti-horaro) а partir de Р, y hacia la derecha sentido ho- 
тало) a ралу do Pn, E principal transcrito hacia la izquierda se inicia como, 
L1, y el principal transcrito temprano hacia la derecha se indica como R1. 
Los tres torminadores especificos afectados por la proteina N se кусап. 
соп marcas grises sobre el DNA. El tranacrto tardío hacia la derecha, que 
codifica las proteínas de la cabeza y de la cola y las proteinas de función. 
Mica, se indica como R2 y comienza en un promotor cercano al gen Q. El 
transcrito marcado сото L2 es el transcrito regulado positivamente а. 
partir de Р, y codifica la proteina represora. 


(marcados en la Figura 9.18), haciendo más 
critos de Р, y Py, Estos largos mRNAs se traducen en más 
proteinas, que incluyen los productos de los genes cll y clll, 
El antiterminador no es completamente efectivo en el ter- 


largos los trans- 


minador que precede al gen Q, de manera que sólo se hace 
una pequeña cantidad de la proteína О. 

La síntesis inicial del DNA es bidireccional y origina los 
típicos intermediarios en theta (vénse Sección 7.5). Ёл esta 
fase, todavía es posible que lambda pueda derivar hacia el 
ciclo lisogénico. Sin embargo, consideremos la situación re- 
sultante si ese cambio no tuviera lugar. 

La proteína Q es también una proteína antitermina- 
ога. Si su concentración se hace lo suficientemente alta, 
permitirá la transcripción de un promotor próximo para 
sintetizar el transcrito indicado como R2 en la Figura 9.18, 
Este transcrito es traducido para originar las proteinas tar- 
días, todas las proteínas estructurales necesarias para 
construir un virión, y las proteínas necesarias para la lisis 
celular. Al mismo tiempo que la proteína О ha alcanzado 
estos niveles, la proteína Cro (véase texto anterior) ha al- 
canzado también niveles que le permiten bloquear la 
transcripción a partir de P, y Рк mediante la unión a O, 
(operador izquierdo) y O, (operador derecho). Por consi- 

iente, Cro opera como una proteína represora (vénse 

85). 

El mecanismo de acción de la proteína Cro en O, se de- 
talla en el diagrama de la Figura 9.19. Nótese que en este 
operador hay tres sitios similares, pero no idénticos, a los 
que puede unirse la proteína Сто. Primero se une al sitio 
3, luego al sitio 2, y sólo cuando estos dos sitios están ocu 
райо, se une al sitio 1. Sólo cuando se une al sitio 1, ве 
bloquea Py. Una vez que Р, y Py están bloqueados, no se 
sintetizan más proteínas cl] y ІШ. Estas proteínas se ne- 
сезйап para entrar en el ciclo lisogénico (véase más ade- 
lante), у, por tanto, cuando Cro se sintetiza en grandes 
cantidades, lambda queda irrevocablemente dirigido al ci- 
Чо lítico. 

El bloqueo de estos promotores también ocasiona un 
cambio en la replicación del DNA de lambda, En la fase 
donde se sintetizan las proteínas tardías, se forman tam- 
bién largos concatémeros de DNA lineal por replicación 
mediante círculo rodante, En este mecanismo, la replica: 
ción se produce sólo en una dirección y puede originar ca- 


ШИГЕ Tanto ia proteina reguiadora Cro como el represor de 
алда se unen al operador derecho (O) del genoma de lambda para 
levar a cabo sus funciones regulatorias. La proteina Cro (producto del 
gen cro) зе une a los tres sitios en el orden, sitio 3, Juego sitio 2, y еда 
Sitio 1. El represor de lambda se une a estos sitios en el orden opus: 
1o. El promotor Р, se transcribe inmediatamente después de la entra: 
да del fago en la célula. Sa necesita transcripción hacia la derecha a 
partir de este promotor para producir la proteina Cro y otros produc- 
tos génicos (véase Figura 9.18 para un mapa completo del genoma de 
lambda). La transcripción hacia la izquierda, a partir de P о Pu, resulta 
hecesara para sintetizar el represor de lambda (producto del gen с. 
Ambos promotores requieren activación para funcionar, 
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denas muy largas de DNA replicado (Figura 9.20). El me- 
сапізто es eficiente, al permitir una replicación amplia, rá- 
pida y relativamente incontrolada; por tanto, tiene valor en 
las etapas tardías de la replicación del fago, cuando se ne- 
cesitan grandes cantidades de DNA para formar los virio- 
тез maduros. Los largos concatémeros que se forman son 
luego cortados en fragmentos adecuados por una DNasa, 
En el caso de lambda (a diferencia del Т4, véase Sección 
99), la DNasa provoca cortes escalonados en sitios especi- 
ficos de las dos cadenas, separados por 12 nucleótidos, lo 
que proporciona los extremos cohesivos responsables del 
proceso de circularización. Estas moléculas de DNA se em- 
paquetan en las cabezas del fago, y luego se adicionan las 
colas y otras proteínas. La célula acaba por lisarse me- 
diante la acción de proteínas codificadas por el fago. 

Aunque hay muchas diferencias entre los ciclos líticos 
delambda у Т4, el resultado final es la producción de nue- 
vos viriones y la lisis de la célula, Sin embargo, en el caso 
de la infección por lambda, el metabolismo de la célula 
hospedadora no queda alterado irreversiblemente al co- 
mienzo del proceso, lo que permite que pueda establecer- 
se la lisogenización si los sucesos la favorecen. 


¿lisis o lisogenla? 

Hemos visto que los genes del fago están controlados de 
al manera que las proteínas y ácidos nucleicos virales 
se fabrican en las cantidades apropiadas y en el momen- 
to adecuado. En muchos virus, los modos de expresión 
están siempre programados de la misma manera. Sin em- 
bargo, lambda y otros virus temperados tienen un inte- 
rruplor genético que controla si se sigue el ciclo litico o el 
lisogénico. Hasta ahora, hemos analizado las etapas del 
хісіо lítico de lambda. A continuación, consideraremos el 
funcionamiento del interruptor genético que permite la 
lisogenia. 

Para que se establezca la lisogenia, deben producirse 
dos sucesos: debe impedirse la producción de las protef- 
mas tardías, y debe integrarse una copia de lambda en el 
cromosoma del hospedador, Para prevenir la síntesis de 


Una fase final de la replicación de lambda porel cir- 
ойс rodante. Ambas cadenas de DNA se están copiando en la hor- 
Ulla de replicación, y ya se han sintetizado dos copias del genoma. 
Nótase que esta sintesis es asimétrica, ya que una banda parental sirve 
continuamente de templado y la otra se usa sôlo una vez. 


proteínas tardías, debe sintetizarse el producto del gen cl. 
Esta proteína es el represor de lambda. Si se sintetiza, re- 
primirá la síntesis de todas las otras proteínas codificadas por 
lamixda. Se necesita para establecer la lisogenia y para man- 
tener el estado lisogénico. El gen cl se localiza entre Р, y 
Р, (véase Figura 9.18), pero estos promotores están orien- 
tados de manera que ninguno transcribe el gen el. El pro- 
motor que puede producir el mRNA del gen el durante la 
infección se Пата P (promotor del establecimiento de la 
lisogenia) y está localizado en el mapa ligeramente a la de- 
recha del gen сто, pero orientado en dirección opuesta а Py- 
La transcripción ocurre, por tanto, en la dirección opuesta 
a la promovida por Py (Figuras 9.18 y 9.19). A diferencia de 
otros promotores mencionados previamente, Ps debe ser 
activado. Una vez activado, se sintetiza el represor de 
lambda y se establece el ciclo lisogénico, 

El producto del gen clI es una proteína activadora (véase 
Sección 8.6) que activa el promotor Ру (y otro promotor re- 
querido para la síntesis de la integrasa) (véase más tarde). 
Aunque la proteína сП es una proteína temprana, general- 
mente es inestable en Escherichia сой, ya que es degradada 
рог una proteasa celular (una enzima que degrada proteí- 
nas). Si la proteína cil se degrada, entonces no hay posi 
lidad de que se siga el ciclo lisogénico. Sin embargo, esta 
Proteína puede ser estabilizada por la proteína «П del fago 
si no hay un exceso de la proteasa del hospedador (о si hay 
un exceso de la proteína СШ), Si la proteína сП resulta es- 
tabilizada, activará Ру y se producirá la proteína represora 
de lambda. Este proceso más bien complicado responde а 
Jas condiciones del hospedador. 

El represor de lambda se une a O, y Ор, como lo hace 
la proteína Cro, pero, dentro de estos operadores, se une а 
los sitios de unión en orden opuesto a como lo hace Cro 
(včase Figura 9.19), Esto es, primero al sitio 1, anulando Pp 
(y Ру por un mecanismo similar). Cuando esto ocurre, cesa 
1а síntesis de proteínas tardías, y lambda no puede entrar 
en el ciclo litico. 

Sin embargo, sin la proteína cll no puede funcionar Pe, 
Por tanto, si se va a mantener el estado о debe ha- 
ber otro modo de transcribir el gen cl. En la Figura 9.19 se 
muestra otro promotor, Ры (promotor del mantenimiento), 
que está orientado hacia el gen cl (en la misma dirección 
que Ру). Este promotor se activa cuando el represor de 
lambda se une al sitio 1 y se reprime sólo cuando el 
represor de lambda está unido a los tres sitios. Por consi- 
guiente, el represor de lambda es tanto un represor como 
un activador cuando se une al sitio 1, reprimiendo Pr y 
activando Ру. Este tipo de regulación se sigue producien- 
do incluso después de la lisogenización. El represor de 
lambda sólo se produce tras la integración de lambda 
сото profago. 


Integración 

La integración del DNA de lambda en el cromosoma de 
Escherichia coli ocurre en un sitio particular y es requerido 
para la lisogenia. La integración se produce por inserción 
del DNA del virus en el cromosoma del hospedador (lo que 
en realidad alarga tal genoma en una longitud equivalente 
a la del DNA vírico). Como se ilustra en la Figura 9.21, tras 
la inyección, los extremos cohesivos de la molécula lineal 
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de lambda se juntan para formar un círculo, y este DNA 
circular es el que se integra en el genoma del hospedador 
(la región que se crea cuando estos extremos se juntan se 
llama cos). Para establecer la lisogenia, los genes cl e int 
(que codifica la integrasa) deben expresarse, como ya he- 
mos comentado. El proceso de integración requiere la in- 
tegrasa, que es una topoisomerasa específica de sitio que 
cataliza la recombinación entre el fago y los sitios de fija- 
ción en el cromosoma bacteriano (marcados como att en 
las Figuras 9.18 y 9.21). El gen int tiene un promotor que, 
сото Ру, se activa por la proteína cll. 

Durante el crecimiento celular, el sistema de represión 
de lambda evita la expresión de los genes del lambda in- 


ONA de lambda 


Integración de lambda en al hospedador. Vásse el 
mapa genético, Figura 9.18, para detalles del orden de los ganes. La 
Integración siempre ocurre en un sitio especifico del ОМА del hospe- 
dador, е implica un sitio especifico de fjación (at) del ОМА del fago. Se 
Indican algunos genes del hospedador cercanos al sitio de fijación, 
орегоп gal, utilización de galactosa; operón bio, biosíntesis de biotina: 
орегбп mos, biosíntesis del cofactor de molibdeno. En la integración 
del DNA del fago está implicada una enzima especifica (ntegrasa), y el 
apareamiento de los extremos complementarios. 


tegrado excepto la del gen cl, que codifica represor. Du- 
rante la replicación del DNA del hospedador, el DNA de 
lambda se replica junto con el resto del genoma celular y 
зе transmite a las células de la progenie. Cuando ocurre la 
liberación de la represión (véase más adelante) se origina el 
ciclo tico de lambda. Para su excisión del cromosoma, se 
requiere una excisionasa (codificada por el gen xis) y el pro- 
ducto del gen int. 


ібп de fagos a partir 
de lisógenosde lambda (es decir, células que contienen 
lambda como profago) son agentes que dañan el DNA. És- 
tos incluyen la luz ultravioleta, los rayos X, y compuestos 
químicos del tipo de la mostaza nitrogenada. Cuando se 
produce un daño en el DNA se pone en marcha un meca- 
nismo de defensa del r, lamado respuesta SOS 
(véase Sección 10.3). Se activa entonces un conjunto de ge- 
nes, algunos de los cuales ayudan a la bacteria a sobrevi- 
vir a la radiación. Una de las consecuencias del daño al 
DNA es que una proteína bacteriana llamada RecA (nor- 
malmente implicada en la recombinación genética) se con- 
vierte en una clase especial de proteasa que participa en la 
destrucción del represor de lambda. Con la destrucción del 
represor de lambda, la inhibición de la expre- 
sión de los genes líticos. La actividad de la proteasa RecA, 
manifestada tras el daño al DNA, juega normalmente un 
importante papel en la Иа celular a los agentes que 
dañan el DNA (véase Sección 10.3). La inducción del bac- 
teriófago lambda es, por tanto, una consecuencia indirec- 
ta de la respuesta SOS, 

Una vez que se ha inactivado el represor de lambda, 
desaparece el control ejercido por este represor y se pue- 
den iniciar nuevas transcripciones. Éstos conducen casi 
inevitablemente a la lisis ya que, incluso si se continúa sin- 
tetizando, el represor de lambda resulta inactivado. En ra- 
ras ocasiones, este tratamiento puede «curar» а una célula. 
Esto es, el profago se indujo, pero no se replicó y se perdió 
durante el crecimiento celular posterior. 


Otras estrategias usadas por los virus 


atemperados 

El fago lambda constituye uno de los ejemplos mejor es- 
tudiados sobre cómo se toma una «decisión» a nivel mo- 
lecular. Además, es una herramienta genética importante 
y se usa ampliamente en ingeniería genética como un уес- 
tor transportador de DNA recombinante. Estos usos de 
lambda se descríben ел el Capítulo 10, En bacterias se co- 
тосеп otros tipos de virus atemperados, y algunos de ellos 
han sido ampliamente estudiados. El virus P1 (que men- 
cionaremos también en el Capítulo 10) es un virus atem- 
perado que se mantiene en estado lisogénico sin estar 
integrado como , pero se replica como una molé 
cula circular de DNA еп el citoplasma, como si fuera un 
plásmido. Muchos virus animales también pueden existir 
еп un estado de provirus. En la siguiente sección describi- 
remos brevemente los virus animales, antes de comentar 
los retrovirus con detalle. Los retrovirus insertan una co- 
pia de DNA en el genoma hospedador como parte de su 


элте 


/__9.10 Revisión de conceptos 


Los virus atemperados, tales como lambda, no siempre causan 
la muerte de las células que infectan. La célula infectada so- 
revive a veces porque el genoma vírico pasa a profago (y se 
replica con el cromosoma del hospedador), y los genes líticos 
del profago se mantienen bajo el control de un represor codifi- 
садо por el virus. Algunas veces este control regulatorio es su- 
perado y se produce la inducción del profago, lo que resulta en 
multiplicación del virus y lisis de la célula. Las células que Ше- 
van virus atemperados se denominan lisogénicas. 
4 ¿Cuáles son los dos ciclos posibles para un fago atempera- 
do? 
Y Describa cómo una única proteína, como el represor de 
lambda, puede actuar a la vez сото activador y como 
represor. 


Generalidades de los virus 
de animales 


Las primeras cinco secciones de este capítulo se han dedica- 
doa las propiedades generales de todos los virus, y apenas 
hemos hablado de los virus animales. Aquí comentaremos 
Algunos de los atributos de los virus animales que nos in- 
twducirån a la discusión de los retrovirus, un interesante 
grupo de virus animales que incluye el virus que causa el 
Síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En el Ca- 

до 16 analizaremos varios tipos de virus animales con 
¿más detalle. 

En nuestras discusiones acerca de la reproducción víri- 
Caen las Secciones 9.5-97, también dimos una visión ge- 
"neral del hospedador vírico. Sin embargo, es importante 
recordar que el hospedador del bacteriótago es una célula 

сагібііса y que el hospedador de un virus animal es 
luna célula eucariótica. Las diferencias entre estos tipos de 
маз originan, en parte, las diferencias en las estrategias 


де replicación de los virus que las infectan. 


Diferencias entre procariotas y eucariotas 
que afectan a la multiplicación vírica 
Ya hemos mencionado el hecho de que la presencia de pa- 
celulares en Bactería y plantas, y su ausencia en cé- 
ша» animales, originan diferencias en los procesos de 
fijación y penetración del virus (ойле Sección 9.6). En el 
Че muchos bacteriófagos, sólo el genoma y una o dos 
"proteínas alcanzan el citoplasma. En el de los virus ani- 
des, sin embargo, el virión entero, o al menos la nucleo- 
"fápsida, suele penetrar en el citoplasma por endocitosis, y 
luna vez allí debe ser decapsidado. Hay algunos bacterió- 
lagos, tales como el fago envuelto Fó (véase Figura 9.12), 
nucleocápsida entera también entra en la célula. 
Sin embargo, las diferencias entre la replicación vírica 
células procarióticas y ecarióticas se extiende más allá 
де la mecánica de la penetración vírica. Los procariotas по 
'compartimentalización en sus procesos biosintéti- 
2 El genoma de una bacteria está inmerso en el cito- 
de la célula. La transcripción de su DNA puede ir 
ida directamente de traducción, puesto que el proceso 
transcripción y traducción no se producen en compar- 


timentos diferentes (véase Figura 7.21), Por otra parte, las 
células animales, al ser eucarióticas, poseen compartimen- 
talización. La replicación del DNA y la transcripción del 
genoma en mRNA se producen en el núcleo, mientras que 
la traducción tiene lugar en el citoplasma (včase Figura 
7.28). Esta compartimentalización afecta al lugar de repli- 
cación de los virus animales. Por ejemplo, un DNA de un 
virus que utiliza las polimerasas del hospedador debe re- 
plicarse en el núcleo. Por tanto, podemos esperar diferen- 
cias entre las estrategias de replicación de los virus que se 
multiplican en el núcleo (por ejemplo, Herpesvirus, véase 
Sección 16.11) y los que se multiplican en el citoplasma, 
(por ejemplo, Poxvirus, véase Sección 16.12). Además, los 
virus que se replican en el núcleo deben ser transportados 
hasta allí 

Además, los transcritos de los genes eucarióticos deben 
ser procesados y transportados al citoplasma antes de que 
puedan utilizarse como mRNA (véase Sección 7.12), Este 
proceso generalmente implica la eliminación de intrones 
así como la adición de una cola de poli-A (poliadenilación) 
al extremo Y y una guanosina trifosfato metilada, llamada 
сар, al extremo 5”. El cap (casquete) es necesario para la 
unión del mRNA al ribosoma. Los diferentes modos en 
que los ribosomas reconocen al mRNA permite que los 
procariotas usen RNA policistrónico, mientras que los 
eucariotas usan RNA monocistrónico (anise Secciones 7.11 
y 715) 

Nótese, sin embargo, que los genomas de los virus RNA 
de eucariotas con banda positiva deben encontrarse en un 
estado procesado dentro del virión, en el caso de que este 
RNA vaya a servir directamente como mensajero. En la 
mayoría de los casos, sin embargo, la cola de poli-A no se 
añade al genoma de los virus RNA de banda sencilla po- 
sitiva por ningún tipo de procesamiento, sino que en rea- 
lidad está codificada por el propio genoma. La adición del 
cap puede realizarse de diversas maneras. Por supuesto, 
la adición del cap a muchos RNAs víricos ocurre normal- 
mente еп el núcleo durante su síntesis a partir de un DNA 
molde, al igual que ocurre con el RNA del hospedador 
(базе Sección 7.12). Cuando los mRNAs víricos se sinteti- 
zan en el citoplasma, la adición del cap se lleva a cabo por 
proteínas sintetizadas por el propio virus. Resulta fasci 
nante que el virus de la gripe, cuyo genoma de RNA se re- 
plica еп el núcleo (облѕе Sección 16.8), tenga un mecanismo 
para «cortar» los caps del mRNA del hospedador a medi- 
да que se sintetizan, Sin embargo, la eliminación de intro- 
nes del pre-mENA eucariótico sólo puede ocurrir en el 
núcleo utilizando la maquinaria del hospedador (véase 
Sección 7.12). En cambio, toda la maquinaria sintetizado- 
та de proteínas de la célula eucariótica ribosomas, mo- 
léculas de IRNA y componentes accesorios— está en el 
citoplasma. 


Clasificación de los virus de animales 

En la Figura 9.22, se ilustran varios tipos de virus de ani- 
males. Ya hemos discutido en las Secciones 9.1, 92 y 9.7 los 
principios de la clasificación de los virus. Nótese que hay 
muchas más clases de virus animales envueltos que virus 
bacterianos envueltos (véase Sección 9.7). Sin duda, esto se 
debe а las diferencias en la superficie de las células hospe- 
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dadoras. La mayoría de los virus de animales que han sido 
estudiados en detalle son los que han podido ser cultiva- 
dos en cultivos celulares. Los virus de animales se clasifi- 
can según los mismos esquemas que los virus bacterianos, 
сото ocurte en el Sistema de Cl 
(véase Tabla 9.2), que clasifica los virus sobre la base de los 
tipos de genomas y las estrategías replicativas. Se conocen 
virus pertenecientes a todas las categorías y muchos de 
ellos se estudiarán en el Capítulo 16. 


Sin envoltura 


© ssDNA 
Parvovirus 


Ф ам 


Papovavrus. 


O com 


Adenowrus 
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Indovirus 


Ú coma репа coronene 
Reovirus 
"7ч Ө © 
Paramyxovirus 
Arenavirus Retrovirus 
буут con ANA 


Formas y tamaños relativos delos principales grupos. 
taxonómicos de los virus de vertebrados. El genoma de los hepadna- 
virus tiene una cadena де DNA y parte де su complementaria. 


Consecuencias de la infección 

en las células animales 

Los virus pueden tener efectos variados en las células. La 
infección lítica ocasiona la destrucción de la célula hos- 
pedadora (Figura 9.23). Sin embargo, la infección vírica 
puede ir seguida de otros efectos posibles, En el caso de los 
virus envueltos, la liberación de los viriones, que ocurre 
por una especie de gemación, puede ser lenta y la célula 
hospedadora puede permanecer sin lisarse, esto es, viva, y 
continuar produciendo virus durante un largo periodo de 
tiempo. Tales infecciones se denominan infecciones per- 
sistentes (Figura 9.23). Los virus pueden causar también 
una infección latente en un hospedador. En una infección. 
latente, hay un retraso entre la infección por el virus y la 
aparición de los síntomas. Las ampollas febriles (herpes la- 
bial), causados por el virus herpes simplex (vénse Sección 
16.11), son el resultado de una infección vírica latente; los 
síntomas reaparecen esporádicamente tan pronto como el 
virus emerge de la latencia. El estado latente en la infec- 
ción vírica de una célula animal, no se debe generalmente 
a la integración del genoma vírico en el genoma de la cé 
lula animal, como es el caso de las infecciones latentes por. 


virus temperados. 


Virus y cáncer 
Varios virus animales participan en las etapas que trans- 
forman una célula normal en una célula cancerosa o tu- 
moral (Figura 9.23 y Tabla 93). El cáncer es un fenómeno 
celular de crecimiento incontrolado. Muchas células en un 
animal maduro, aunque estén vivas, no se dividen con Ёде 
cuencia debido, aparentemente, а la presencia de factores 
inhibidores del crecimiento que le impiden iniciar la divi. 
sión celular. Estos factores están bajo control genético. 
Сото se indicó en la Sección 9.4, la infección por ciertos 
tipos de virus animales conduce a un proceso llamado 
transformación durante el cual el crecimiento se descon 
trola. Las células, que crecen con rapidez, se apilan en acu- 
mulaciones que son visibles en los cultivos celulares como | 
focos infecciosos. En el cuerpo del animal, las células can- 
cerosas crecen con profusión, originando la formación de 
grandes masas de células, llamadas tumores, El término 
neoplasma se utiliza con frecuencia en la bibliografía mé 

a para describir tumores malignos, 

todos los tumores son dañinos. El cuerpo es сарай 
de encapsular algunos tumores de manera que evita su ex- 
tensión; tales tumores no invasivos se llaman benignos. 
tros tes agas maligna, brvaden ei сет 


avanzadas del cáncer, los tumores malignos pueden desar 
rrollar la capacidad de extenderse а otras partes del 
е iniciar nuevos tumores, un proceso denominado 
tasis. 

¿Cómo se convierte una célula normal en canc 
El desarrollo del cáncer es claramente un proceso de. 
chas etapas. Parecen existir muchas causas diferentes 


элте 


бм GENERAL DE LOS VIRUS ANIMA! 


Figu 
animales la partícula entera penetra en la célula, 


¡ación de la formación de tu- 


genético que origina la ini 
mores, 

Los mecanismos que causan el cáncer originan la pér- 
dida del control normal del crecimiento celular. El creci- 
miento y división de las células normales se regula por al 
menos dos tipos de genes. El primer tipo, los llamados pro- 
to-oncogenes, promueven crecimiento, pero están controla- 


dos por un segundo tipo, los genes supresores de tumores, 
que restringen el crecimiento. Cambios en cualquiera de 
ambos tipos pueden conducir al crecimiento incontrolado 
y, en consecuencia, al cáncer, 

La iniciación puede consistir en la activación de un pro- 
to-oncogén a un oncogén (un gen que causa tumor), o en 


ГЕТ] Posibles efectos de Jos virus animales sobre las cátulas hospedadoras. Nótese que, a diferencia de los bacteriôfagos, өп los virus 


la inactivación de un gen supresor del tumor, Una vez que 
se inicia el proceso, la célula potencialmente cancerosa 
puede permanecer durmiente, pero, bajo ciertas condicio- 
nes, que generalmente incluyen alguna alteración ambien- 
tal, puede convertirse en una célula tumoral, un proceso 
denominado promoción. Una vez que la célula ha sido 
promovida a la condición cancerosa, la división celular 
continuada puede conducir a la formación de un tumor. 
Aunque la capacidad de un virus para causar tumores 
еп animales se demostró hace muchos años, la relación en- 
tre virus y cáncer en el hombre ha sido incierta en la ma- 
yoría de los casos. Es difícil probar el origen vírico de un 
©апсет humano debido a las dificultades para llevar a cabo 


TABLA 9.3 


Leucemia de células T en adultos 


Linfoma de Burkitt 
Carcinoma nasofaríngeo 

Carcinoma hepatocelular (cáncer de higado) 
Cáncer cervical y cáncer de piel 


Virus de Epstein-Barr 
Virus de Epstein-Barr 
Virus de la hepatitis B 
Virus del papiloma 


Virus de la leucemia humana (tipo I) 


Retroviridae RNA 
АУ" DNA 
Herpesviridae DNA 
Hepadnaviridae DNA 
Papilomcindar DNA 
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1а investigación necesaria. Sin embargo, está bien estable- 
cido que ciertos tipos de tumores humanos se encuentran 
fuertemente asociados a la infección por virus específicos. 
Un resumen de algunos de los cánceres humanos con ori- 
gen vírico definido se presenta en la Tabla 93. En algunos 
casos, el papel jugado por el virus puede ser indirecto; por 
ejemplo, puede incrementar la frecuencia de un tipo de 
mutación particular о interferir con procesos normales de 
la célula que infecta. Esto es lo que, casi con certeza, ocu- 
rre en el caso del virus de Epstein-Barr y el linfoma de Bur- 
kit, Además, algunas infecciones víricas pueden conducir 
a un incremento en el riesgo de cáncer, aparentemente de- 
bilitando la capacidad del sistema inmune para detectar y 
destruir células cancerosas. Esta podría ser la razón por la 
cual el retrovirus del SIDA incrementa el riesgo del desa- 
rrollo de ciertos cánceres. 


Y 9.11 Revisión de conceptos 


La multiplicación de los virus animales difiere significativa- 
mente de la multiplicación de los virus bacterianos. Muchas 
de estas diferencias provienen de que los eucariotas poseen 
compartimentalización en la síntesis de macromoléculas mien- 
tras que los procariotas no. No todas las infecciones de las сё- 
lulas hospedadoras animales resultan en lisis celular o muerte. 
En algunos casos, se producen infecciones latentes, en las que 
el virus permanece infeccioso, aunque durmiente, dentro del 
hospedador y aparece más tarde de manera espontánea. Al- 
gunos virus animales producen la transformación de las célu- 
las hospedadoras. 


4 ¿Qué macromoléculas se sintetizan normalmente en el nú- 
Cleo y cuáles en el citoplasma de las células eucarióticas? 

Y Compare los mecanismos de entrada usados por los virus 
animales y los virus bacterianos. 


Retrovirus 


Como hemos mencionado, los retrovirus contienen un 
genoma de RNA en el virión pero se replican a través 
de un DNA intermediario (vénse Sección 9.1). El término 
retro significa «hacia atrás», y el nombre de este tipo de 
virus deriva del hecho de que parecen transferir la in- 
formación hacia atrás, desde el RNA al DNA (véase Sec- 
ción 7.1). Estos virus usan la enzima transcriptasa reversa 
para llevar a cabo esta interesante transferencia de infor- 
mación. 

Los retrovirus son interesantes por muchas razones. 
Por ejemplo, fueron los primeros virus en los que se de- 
mostró la capacidad de causar cóncer y se han estudiado 
más extensamente por sus características са icas. 
También, un retrovirus, el virus de la inmunodeficiencia hu- 
тапа (VIH) causa el síndrome de la inmunodeficiencia adqui- 
rida (SIDA) y aunque se le conoce sólo desde los albores 
de la década de los 80, se ha convertido en un problema 
mundial de salud pública. Además, el genoma de los re- 
trovirus puede integrarse en el de la célula hospedadora a 


través del DNA intermediario, y este proceso de integra: 
ción está siendo estudiado como un medio de introducir 
genes extraños en un hospedador, un proceso denominado 
terapia génica. 

Algunas propiedades de los retrovirus se asemejan а 
las de los virus RNA y otras a las de los virus DNA. Los 
retrovirus recuerdan en gran medida a elementos genéti- 
сов móviles y se consideran a menudo como elementos 
transponibles escapados de las células (véase Sección 10.11). 
Debemos indicar que el uso de la transcriptasa reversa 
por virus no está restringida a los retrovirus, ya que el vi- 
rus de la hepatitis В (un virus humano) y el virus del mo- 
saico de la coliflor (un virus vegetal) también usan la 
transcripción reversa durante su replicación. Pero, а dife- 
rencia de los retrovirus, estos últimos encapsidan DNA en 
lugar de RNA como hacen los retrovirus. Algunos ele 
mentos transponibles de eucariotas, llamados retrotrarspo- 
sones, también codifican y utilizan la transcriptasa reversa 
сото parte de su ciclo replicativo. Además, se ha descu- 
bierto en Bacteria una transcriptasa reversa capaz de pro- 
ducir multicopias de pequeños DNA (msDNA) a partir de 
un RNA molde. 

Los retrovirus son virus envueltos (Figura 9.244), Pose- 
еп varias proteínas en la cubierta y siete proteínas internas 
tipicas, cuatro de las cuales son estructurales y tres enzi- 
máticas. Las actividades enzimáticas que se encuentran en 
la partícula del virus son la transcríptasa reversa, una endo- 
nuclensa de DNA (integrase) у una proteasa. El virión tam- 
bién contiene moléculas específicas de tRNA celular que se 
usan еп la replicación (tase más adelante). 


El genoma de los retrovirus es peculiar. Contiene dos. 
moléculas idénticas de RNA monocatenario de comple 
mentaridad positiva, de 8,5-9,5 kilobases cada una. El ex- 
tremo 5' del RNA está bloqueado con el cap, y el extremo. 
3' poliadenilado, de manera que el RNA es capaz de асе 
tuar directamente como mRNA, pero no se usa como tal. 
Un mapa genético de un retrovirus típico se muestra en la 
Figura 9.24b. Aunque hay diferencias entre los mapas ge“ 
néticos de diferentes tipos de retrovirus, todos contienen 
las siguientes regiones y en el mismo orden: gag, que co 
difica proteínas estructurales internas; pol, que codifica la 
transcriptasa reversa; y env, que codifica proteínas de la 
cubierta, Algunos, tal como el virus del sarcoma de Rous 
lleva un cuarto gen a continuación de env que está im- 
plicado en la transformación celular y el cáncer (Figura. 
9.24c). Las repeticiones terminales en el mapa juegan un 
papel importante en el proceso de replicación (vétse más 
adelante). 

El proceso global de replicación de un retrovirus 
de resumirse en las siguientes etapas (Figura 9.25): 


1. Entrada en la célula mediante fusión con la membra 
celular en sitios con receptores específicos, 
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тоста y función de los retrovirus. (a) Estructura 
Фе un retrovirus. (b) Mapa genético del genoma de un retrovirus típico, 
(9 Mapa genético del virus del sarcoma de Rous, un retrovirus que 
causa tumores malignos өп pájaros. Cada extremo del RNA genóm- 
‘co contiene repeticiones directas (R), у este ОМА tiene también un cap 
өп ol extremo-5' y una cola de роі-А en el ехігето-3. Para más de- 
tales, véase el texto, 


3. Transcripción reversa de uno de los genomas RNA en 
un DNA monocatenario que es posteriormente con- 
vertido en un DNA lineal bicatenario por la transcrip- 
tasa reversa y entrada de este último en el núcleo. 


4. Integración de la copia del DNA en el genoma del hos- 
pedador. 


5, Transcripción del DNA vírico, que origina la forma- 
ción de los mRNA víricos y la progenie de RNA vírico. 


6, Encapsidación del RNA vírico en nucleocápsidas en el 
citoplasma 


7. Gemación de los viriones envueltos a través de la 
membrana plasmática y liberación de la célula. 


Una de las primeras etapas tras la penetración del ge- 
noma RNA en el interior de la célula es la transcripción re- 


AD 5. transcripción 
MRNA vico y 
SANA as, PNA de los Ма 


y м dela progonio 


saa Е 


Proceso de replicación de un retrovirus. Para más de- 
tales sobre la conversión de АМА a ОМА (etapa 3) véase Figura 16.23. 


versa: es decir, la conversión de RNA en DNA copia usan- 
do la enzima transcriptasa reversa presente en el virión. El 
DNA formado es lineal y bicatenario, y se sintetiza en el 
citoplasma dentro de la partícula vírica. 

Un figura detallada mostrando este complicado esque- 
ma se presenta en el Capítulo 16 (véase Figura 16.23). 
El proceso depende de las varias actividades diferentes de 
la transcriptasa reversa (véase Sección 16.14). Sin embar- 
go, la transcriptasa reversa es un DNA polimerasa y como 
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todas las RNA polimerasas necesita un cebador (vénse Sec- 
ción 7,5). El cebador para la transcripción reversa de los 
retrovirus es un RNA de transferencia (RNA) celular especi- 
fico. El tipo de tRNA cebador depende del virus, y se in- 
corpora al virión en la última célula hospedadora. En el 
caso del virus del sarcoma de Rous, el RNA utilizado es 
el tRNA del triptófano. 

El proceso global origina un producto final que tiene 
largas repeticiones invertidas (LTRs), que son más largas 
que las repeticiones invertidas del propio genoma (Figu- 
ra 924). Esta molécula entera de DNA bicatenario, junto 
соп la proteína integrasa, entra en el núcleo donde se inte- 
gra en el DNA del hospedador, Las LTRs contienen fuertes 
Promotores transcripcionales y están también implicadas 
en el proceso de integración. La integración del DNA víri- 
со en el genoma del hospedador es análogo a la integra- 
ción de un transposón en el genoma bacteriano (véase 
Sección 10.11). La integración puede ocurrir en cualquier 
lugar del DNA celular y, una vez integrado, el elemento, 
llamado ahora provirus, se convierte en un elemento gen- 
tico estable. 

Si se activan los promotores en la LTR adecuada, 
se transcribe el DNA proviral integrado por una RNA 
polimerasa originando transcritos que son cubiertos con 
cap y poliadenilados. Estos transcritos de RNA pueden 
ser encapsidados en particulas víricas o procesados y 
traducidos a proteínas víricas. Algunas proteínas virales 
son sintetizadas inicialmente como una gran proteína 
gag, la cual es cortada por la acción proteolítica para 
formar las proteinas de la cápsida, Ocasionalmente, la 
lectura sobrepasa la región gag (por inserción de un 

'minoácido en un codón de parada o por un cambio de 
fase de lectura por el ribosoma) y conduce a la traduc- 
ción de pol, el gen de la transcriptasa reversa, Otras pro- 
teinas se sintetizan a partir de transcritos procesados por 
corte y empalme, 

Cuando las proteínas del virus se han acumulado en 
cantidades suficientes, puede tener lugar el ensamblaje de 
la nueleocápsida. El proceso de encapsidación origina la 
formación de nucleocápsidas, que se mueven hacia la 
membrana plasmática para el ensamblaje final en particu- 
las víricas con envoltura. 

No todos los retrovirus causan cáncer, pero los retro- 
virus tumorales son bastante comunes, La infección con 
uno de estos virus puede causar transformación celular, 
originando la formación de un tumor. ¿Por qué son estos 
virus oncogénicos? Se cree que poseen un gen transfor- 
mante, u oncogén vírico, que codifica una proteína que cau- 
sa la transformación celular (оҳе Sección 9.11). Este gen, 
que corresponde al gen src en el virus del sarcoma де Rous 
(src por sarcoma) (vénse Figura 9.240), codifica una proteina 
que posee actividad quinasa, Las proteínas quinasas cau- 
san fosforilación de proteínas, y la fosforilación de prote- 
inas es un mecanismo раға regular su actividad (vénse 
Sección 8.10). 

En las células cancerosas humanas se han detectado 
genes transformantes análogos a sre. Sorprendentemente, 
genes similares se han detectado también en células nar- 
males (esto es, no cancerosas). Tales secuencias celulares 


son los proto-oncogenes (véase Sección 9.11) y han sido en- 
contrados no sólo en células de mamíferos sino también en 
células de insectos y levaduras, lo que sugiere que estas se 
cuencias son de capital importancia para la regulación del 
crecimiento celular. Los retrovirus son capaces de incor- 
рогаг estas secuencias normales, que luego se alteran y se 
expresan de manera anormal. De esta manera, los retrovi- 
rus son agentes de transferencia de tales genes de célula a 
célula. 

Como se ha mencionado, un retrovirus importante es 
el VIH, el agente del SIDA. Este virus infecta un tipo es- 
pecífio de célula humana, una clase de linfocito Т (Tauxi- 
liares) que es vital para el funcionamiento correcto del 
sistema inmune. En capítulos posteriores discutiremos as- 
pectos médicos е inmunológicos del SIDA (véanse Seccio- 
nes 25,6 y 26.14). 

Dado que los virus no son células pero dependen de las 
células para su replicación, las enfermedades víricas su- 
ponen un médico serio; con frecuencia, es dificil 
evitar que las drogas antivirales causen algún daño a la cê 
Jula hospedadora. A pesar de esto, se han diseñado estra- 
tegias terapéuticas frente a patógenos virales, incluídos los 
retrovirus, Discutiremos éstas en detalle más adelante, jun- 
to con la quimioterapia de otras enfermedades víricas (uér- 
se Sección 20.10). 


У 9-12 Revisión de conceptos 


Los retrovirus son virus envueltos que tienen ciclos vitales com. 
plejos puesto que son virus RNA que ве replican por medio de 
un DNA intermediario, El retrovirus llamado virus de la in- 
munodeficiencia humana causa el síndrome de la inmunodefk- 
«lencia adquirida. El virión de retrovirus contiene una enzima, 
la transcriptasa reversa, que copia la información de su RNA 
genómico en DNA. El ОМА se integra en el cromosoma del 
hospedador a modo de virus temperado, Los retrovirus DNA 
pueden ser transcritos a mRNA (y nuevo RNA genómico) о. 
Pueden permanecer en estado latente. 


Y ¿Por qué estos virus se llaman retrovirus? 


4 ¿En qué difiere el ciclo de un bacteriófago temperado del 
de un retrovirus? 


ЕЖЕ “roides y priones 


Hasta ahora, hemos discutido los principios de la replica- 
ción vírica centrándonos en los que infectan bacterias y los 
que infectan animales. Los bacteriófagos representan sis- 
temas genéticos modelo e infectan procariotas, los princi- 
pales organismos objeto de este libro. Los virus animales 
se tratan aquí debido a que causan importantes enferme- 
dades en humanos. Algunos virus vegetales también cau- 
san enfermedades en plantas, lo que tiene un impacto 
considerable en el ser humano. Sin embargo, no es posible 
cubrir todos los virus en este momento. En el Capítulo 1 
analizaremos otros virus de bacterias y animales y algı 
virus de plantas. 


Tampoco nos hemos referido a los virus de hongos. Es- 
tos «virus» no tienen estado extracelular en su ciclo de 
vida. Aunque algunos son empaquetados en estructuras 
semejantes a viriones (algunas veces llamados «partículas 
que asemejan virus») estas partículas по son infecciosas si 
se liberan de la célula, Por tanto, estos elementos son difi- 
ciles de encajar en nuestra definición operativa de virus. 
Recuérdese que, de acuerdo con nuestra definición, un vi- 
rus es un elemento genético que subvierte los procesos ce- 
lulares normales hacia su propia replicación y que tiene 
una forma infecciosa madura que es típicamente extrace- 
lular. Aunque estos «virus» no utilizan mecanismos simi- 
lares a los de otros virus para infectar, sí son transmitidos 
por fusión entre células, Este método de transmisión pue- 
Че deberse a que los hongos tienen paredes celulares muy 
gruesas o porque la fusión celular en los hongos es un 
acontecimiento común en la naturaleza. La mayoría de los 
elementos genéticos se replican benignamente dentro de 
las células que los poseen. Se sabe que la levadura Saccha- 
Tomuces cerevisiae contiene elementos de RNA bicatenario 
y elementos de tipo retroviral. 

Existen algunas entidades cuyas propiedades no se 
adaptan completamente a esta definición y que la mayoría 
de los científicos actuales no consideraría virus. Sin em- 
bargo, están estrechamente relacionadas con los virus y no 
se consideran plásmidos. Dos de las entidades más im- 
portantes son los víroides y los priones. 


Viroides 
Los viroides son pequeñas moléculas de RNA monocate- 
пано circular que constituyen los patógenos más peque 
бов conocidos (varían de los 246 nucleótidos del viide 
tadang-cadang del coco а los 375 nucleótidos del viroide 
del exocortis de los cítricos). Los viroides causan un nú- 
mero de enfermedades importantes para las cosechas. La 
Forma extracelular de un viroide es el RNA desnudo, sin 
cápsida de ningún tipo. Resulta más interesante aun que 
la molécula de RNA que no contiene genes que codifican para 
proteinas, y, por tanto, el viroide es totalmente dependien- 
te de la función del hospedador para su replicación. Aun- 
que el RNA del viride es un círculo monocatenario, posee 
tencialmente una estructura secundaria tan vonsidera- 
le que recuerda a una molécula bicatenaria corta con los 
extremos cerrados (Figura 9,26). La molécula del virvide 
parece replicarse en el núcleo de la célula, y su estructura, 
que recuerda a la del DNA, aparentemente le permite ser 
replicado por la DNA polimerasa de la célula 


Estructura de los viroides mostrando cómo un ANA 
топосатепало puede formar una estructura aparente de doble cade- 
па рог apareamiento de bases intracatenaro, 


Los viroides se consideran a veces intrones «fugados» 
y сото los intrones que se autoprocesan (véase Sección 
7.12), parecen ser reliquias de un mundo de RNA (véase la 
discusión sobre «El mundo del RNA» en la Sección 11.2). 


Priones 

Los priones representan el extremo opuesto a los viroides. 
Tienen una forma extracelular distintiva, pero esta forma 
extracelular parece estar constituida exclusivamente por pro- 
teina. Aparentemente, no contiene ácido nucleico, o, si lo 
tiene, la molécula no es lo suficientemente larga para co- 
dificar el único tipo de proteína presente en el prión. Sin 
embargo, la partícula proteica del prión es infecciosa, y se 
conocen varios priones que causan una variedad de enfer- 
medades en animales, tales como el prurito lumbar de las 
ovejas «scrapie», la encefalopatía espongiforme bovina en 
el ganado vacuno (BSE o «enfermedad de las vacas locas), 
y el kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (CJD) en el 
hombre. Ёп 1966, se extendió desde Inglaterra una infor- 
mación que indicaba que el prión que causa BSE en las va- 
cas podía infectar a los humanos, dando como resultado 
una variante de CJD denominada variante CJD o vCJD. 
Una evidencia posterior pareció confirmar que el prion 
BSE «saltó» la barrera de la especie; sin embargo, la trans- 
misión parece ser muy ineficiente. A pesar de esta trans- 
misión ineficiente y del hecho de que se hayan identificado 
relativamente pocos casos en la infección humana, en unos 
pocos años el vCJD зе ha convertido en objeto de preocu- 
pación en la salud mundial, con un gran impacto en la in- 
dustria animal de varios países. 

Además de serías enfermedades, la infección del prión 
origina la producción de más copias de la proteína del 
prión. A menos que los priones violen el modelo central de 
flujo de la información genética discutida en el Capítulo 7, 
ема proteína dehe ser codificada por un ácido nucleico, De 
hecho, se ha descubierto que la célula hospedadora con- 
tiene en uno de sus cromosomas un gen que codifica una 
proteina muy similar a la proteína del prión, La proteína 
del hospedador se produce en condiciones normales y se 
encuentra principalmente en las neuronas. Aparentemen= 
te, la llegada del prin modifica esta proteina del hospe- 
dador durante o después de su síntesis. La modificación 
consiste en un modelo alternativo de plegamiento т 
hace que la proteína pierda sus propiedades normales, ha- 
ciéndose parcialmente resistente a proteasas e insoluble. 
Por tanto, los priones no sólo alteran la función de las en- 
zimas del hospedador, sino que de alguna manera hacen 
que el gen normal del hospedador produzca más copias de 
la propia proteína patogénica 

En 1977, el científico estadounidense Stanley В. Pruis- 
пет ganó el Premio Nobel por su trabajo pionero sobre es- 
las enfermedades y las proteínas priones. Existe ahora un 
modelo de estudio de las enfermedades causadas por 
priones que resulta mucho más fácil de utilizar que seguir 
la enfermedad en mamíferos. Este sistema modelo es la le- 
vadura Saccharomyces cerevisiae. 

Se ha demostrado que dos características de la levadu- 
ra son transmitidas por una proteína «infecciosa» tipo 
prión. Una de ellas se refiere al fenotipo PSI". Las cepas 
PSF (normal) sintetizan una proteína llamada sup35, que 
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está implicada en la síntesis precisa de proteínas. En las ce- 
pas PSI’ la proteína no funciona correctamente, a pesar de 
que el gen es normal. En estas cepas la proteína está mal 
plegada. Este plegamiento erróneo está causado por una 
proteína mal plegada preexistente (de aquí la naturaleza 
infecciosa del proceso) y un chaperón molecular. Esta ѕі- 
tuación parece ser idéntica a la encontrada en las enfer- 
medades de mamíferos producidas por priones. 

La existencia de víroides y los priones supone algo más 
que una extensión de nuestra definición de los virus. Tam- 
bién demuestran tanto las inesperadas vías que los ele- 
mentos genéticos pueden utilizar para replicarse como los 
sorprendentes modos por los que pueden alterar la fun- 
ción de las células hospedadoras. Por supuesto, también 
nos interesan por las enfermedades que causan. 


Y 


|3 Revisión de conceptos 


Los viroides son moléculas de RNA monocatenarios circulares 
que no codifican proteínas y son completamente dependientes 
de las enzimas codificadas por el hospedador. Son los patóge- 
nos más pequeños conocidos. A diferencia de los virus, su for- 
тпа extracelular es la misma que su forma intracelular, y по 
tienen proteína de la cubierta. Los priones tienen una forma ex- 
tracelular que contiene proteína, pero no contiene ácido nu- 
leico alguno que la codifique. El gen que codifica la proteína 
del prión se encuentra en la célula hospedadora, y el prión mo- 


difica de alguna manera su producto proteico, 


1. Defina el término hospedador en relación con los virus. 

2, Defina virus, ¿Cuáles son las características mínimas 
para cumplir con esa definición? 

3. Bajo algunas condiciones, es posible obtener prote- 
nas de la cubierta (cdpsida) carentes de ácido nueleico. 
Bajo el microscopio electrónico estas cápsidas parecen 
similares а los viriones completos. ¿Qué indica este 
hecho acerca del papel del ácido nucleico del virus en 
el proceso de ensamblaje? ¿Sería de esperar que tales 
partículas fueran infecciosas? ¿Por qué? 

4. Escriba un párrafo describiendo los procesos que ocu- 
ттеп en una placa de agar cubierta con un césped de 
bacterias cuando una única partícula de 
causa la formación de una placa de bacteriófago. 

5. ¿Por qué se habla generalmente de unidades forma- 
doras de placa (pfu)/ml en lugar de virus/ ml? 

6. Describa cómo una endonucleasa de restricción podría 
desempeñar un papel en la resistencia a la infección 
рог bacteriófago. ¿Por qué una endonuclensa de res- 
tricción podría jugar tal papel mientras que üna DNa- 
а inespecífica no? 

7, El proceso de replicación de un virus puede dividirse 
en cinco etapas, Describa los procesos asociados а 
cada una de ellas. 

8. Algunas células pueden ser susceptibles de ser infecta- 
das por un virus, a pesar de que pueden ser no permi- 
sívas para ese virus, Explique por qué. 

3. ¿Por qué tanto el ciclo de vida como el virión de un 
virus RNA con banda positiva suelen ser más simples 
que los de un virus КМА con banda negativa? 


10. Muchos virus animales con genomas dsDNA replican 
sus genomas en el núcleo de la célula hospedadora 
¿Por qué utilizan esta estrategia de replicación? 

її. Una bacteria que carece de la proteína de la membra- 
na externa responsable del transporte de maltosa es 
resistente a la infección de lambda. Un lisógeno de 
lambda es inmune a la infección de lambda. Describa 
la diferencia funcional entre resistencia e inmunidad. 
Explique cómo se dan estas condiciones en los ejem- 
plos descritos. 

12. Muchos de los virus que hemos mencionados tienen 
genes tempranos y genes tardios. ¿Cuál es el significado 
де estos dos grupos de genes? ¿Qué tipo de proteínas 
suelen ser codificadas por los genes tempranos? ¿Y 
por los genes tardios? Describa cómo se controla la ex- 
presión de los genes tardíos en cualquiera de los tres 
Virus que hemos considerado. 

13. El genoma del bacteriófago T4 es circularmente permu- 
tado у terminalmente redundante. Describa lo que signi- 
fica cada uno de estos dos términos. 

14. Generalmente, el RNA de transferencia es usado en la 
traducción. Sin embargo, también juega un papel en 
la replicación del ácido nucleico retroviral. Explique 
este papel. 

15. Provirus y profago significan casi lo mismo, Dé una de- 
finición de estos términos. ¿Cuándo se usa general- 
mente provirus y cuándo profago? 

16. ¿Cuáles son las similitudes y las diferencias entre 
Priones, virus y viroides? 


оз PRÁCTICO: 


Ejercicios prácticos 


1. ¿Puede suponer alguna ventaja para un virus tener 
una fase extracelular metabólicamente inerte en lugar 
de una metabólicamente activa? 

2. ¿Cuál es la causa de que las placas víricas que aparecen 
en un césped de bacterias detengan su crecimiento? 
3, Una característica de los bucteriófagos temperados es que 
producen placas túrbidas más que placas claras en 
céspedes de bacterias ¿Puede imaginar la razón de 
esto? (Recuerde el proceso por el que se produce una 

placa bacteriana.) 

4. Existen tres genes de lambda que cuando se inactivan 
convierten a un lambda temperado en un virus viru- 
lento. ¿Cuáles son estos genes y cómo funcionan nor- 
malmente? 

5. La Figura 9.18 muestra dos promotores, Py y P; a cada 
lado del gen cro. Ambos transcriben a través del gen 
сто, pero sólo el transcrito desde Ру puede ser tradu- 
cido para originar la proteína Cro. Explique por qué. 

6. La proteína «Ш de lambda se producirá en cantidades 
relativamente altas en una célula si es infectada simul- 
táneamente por más de un virión de lambda (debido a 
que se expresarán simultáneamente las múltiples co- 
plas del cromosoma de lambda), Altos niveles de la 
proteína «Ш conducen a la lisogenía (Vd. debe ser ca- 
paz de explicar la causa). Desde el punto de vista del 
virus, la «cecisión» de cambiar el ciclo lisogénico en es- 
tas condiciones es acertada. Explique por qué 


7. Conociendo el tipo de RNA presente en el genoma de 
los retrovirus se | ir que el virión no lle- 
уа enzima alguno. Explique por qué podría hacerse 
esta predicción y la razón por la que sería errónea en 
еме caso. 

В, Los promotores de los mRNAs que codifican proteí- 
nas tempranas tienen a veces secuencias muy dife- 
rentes de las de los de los mRNAs que 
codifican las proteínas tardías del mismo virus. Ex- 
plique por qué. (Sugerencia: ¿qué tipo de RNA poli- 
merasa debe reconocer los promotores «tempranos»?) 

3. Los agentes quimioterapéuticos carecen de efecto en la 
mayoría de las enfermedades víricas. A partir de su 
conocimiento de los estadios de la replicación vírica, 
explique por qué cree que se produce esta situación. 

10. En las levaduras hay varios elementos genéticos que 
presentan la mayoría de las características de los vi- 
rus, incluyendo la formación de partículas semejantes 
а virus que contienen el genoma del elemento. Sin 
embargo, estos elementos no tienen un es- 
tadio extracelular en su ciclo de vida, sino que se 
transfieren por fusión celular. Intente escribir una de- 
finición simple de la palabra «virus» que incluya es- 
tos elementos pero que no incluya a los plásmidos. 
(Nótese que los plásmidos pueden ser también trans- 
feridos de célula a célula, véase Sección 10.9.) 


ara entender el crecimiento, desarrollo y reproducción de un organiseno es. 

necesario entendes el conjunto de sus gene» y su fencionemiento. Paca 

adquirir este conocimiento es necesario que podamos manipular su ma 
terial genético. Existe un amplio conjunto de técnicas, tanto las que operan den- 
tro del organismo ln pina) como las que pueden realizarse en el tuba de ensayo 
(н vitro) para estudias la genética de los procariotas. Las mutaciones que se pro- 
ducen en los genes de un organismo purden conducir a una amplia variedad de 
cambios. Algunas mutaciones producen alteraciones en las caracteristicas de un 
organismo que son fáciles de reconocer, como las que afectan al color de las co- y 
боша» de Halobacterium, un miembro de las Archaca, tal como se muestra aquí. » 
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10.18 MUTACIONES Y MUTANTES = 265 


Auxotrofo un organismo que ha desarrolla- 
do un requerimiento nutricional mediante 
mutación 

Clonación molecular aislamiento incor- 
poración de un fragmento de ОМА en un 
Vector en el que puede replicare 

Clonación por shot-gun iabricación de 
una genoteca utilizando fragmentos de 
DNA obtenidos al azar 

Conjugación transferencia de genes de una 
célula procarótica а otra por un mecanis- 
то que implica contacto célula-célula y un 
plásmido. 

Disrupelón génica uso de técnicas gen 
cas paro inactivar un gen mediante la in- 
чет en su interior de un fragmento de 
DNA conteniendo un marcador lácilmen- 
te seleccionable, El fragmento insertado se 
¡denomina casete, y el proceso de inserción 
mutagónes por сме 

ФМА sintético molécula de ОМА sintetiza- 
Ча quimicamente еп el laboratorio 

Electroporación © uso de un pulso eléct 
со para inducir a las células a tomar DNA 
libre 

Elemento transponible Аспет genet 
co que tiene la capacidad de moverse 
(transponerse) de un sitio de un cromoso- 
mua otro 


Enzima de restricción enzima que reco- 
noce y rompe DNA de doble cadena en si- 
боз específicos de la secuencia de DNA 

Escrutinio (screening) cualquiera de los 
Procedimientos que permite clasificar ar- 
ganismas por el fenotipo o el genotipo, 
pero permite el crecimiento de todos los 
posibles 

Fonotipo las caracteristicas observables de 
un organismo 

Genotipo constitución génica precisa de un 
organismo 

Hibridación formación de un dúplex de 
ácido nucleico соп bandas que proceden 
de diferentes fuentes mediante aparea- 
miento de bases complementarias 

Mapa genético ordenación de genes en un 

Mutágenos agentes que causan mutación: 

Mutación cambio heredable en la secuencia 
де bases del genoma de un organismo, 

Mutagenesis dirigida técnica por la que 
puede construirse in гил un gen con una 
mutación especifica 

Mutación puntual mutación que afecta sólo 
ıa un par о unos pocos pares de bases 

Mutante organismo cuyo genoma lleva una 
mutación 

Plásmido elemento genético exracromono- 
mal que po tiene forma extracelular 


Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) método usado para amplificar una 
secuencia especifica de DNA їн vitro por 
repetidos ciclos de síntesis usando ceba- 
dores especificos y DNA polimerasa 

Recombinación proceso porel que parte o 
todas las moléculas de DNA de dos fuen- 
tes separadas se intercambian о эе juntan 
en una unidad 

Selección disposición de los organismos 
bajo condiciones que favorecen el creci- 
miento de un determinado genotipo 

Sonda ver sonda d ácido mueleio 

Sonda de ácido nueleleo uns banda de 
ácido nucleico que puede marcar y utili- 
таг para hibridar con una molécula com- 
plementaria en una mezcla de ácidos 
nucleicos 

Transducción transterencia de genes del 
huésped de una célula otra por medio de 

Transtormación traserencia de genes bac 
terianos que implica DINA libre (para uso. 
alternativo, nine Capitulo 8) 

Transposón un tipo de elemento transponi- 
ble que leva genes adicionales alos impli- 
¿cados en la transposición 

Vector de clonación slemeni pentti en 
el que los genes pueden replicare y r 
combinarse 


hora que hemos visto las principales característi- 
cas de la biología molecular de células y virus, po- 
demos centrarnos en la discusión de aspectos especificos de 
1а genética microbiana. En este capítulo, presentaremos los 
principios básicos y las técnicas de la genética bacteriana. 
Primero, comentaremos la mutación y la recombinación 
Ос y luego explicaremos cómo el materia genético pue- 
transferirse de un organismo a otro. La transferencia de 
material genético puede producirse de diversos modos, y si 
ча acompañada de recombinación genética, puede producir 
profundos cambios en el organismo. Finalmente, comenta- 
Temos algunas de las técnicas básicas de la manipulación de 
ЈА in vitro que han revolucionado el estudio de la genéti- 
де todos los organismos, de bacterias a humanos. 


MUTACIÓN Y RECOMBINACIÓN 


mutación es un cambio hereditario en la secuencia de 
del ácido nucleico que constituye el genoma de un 
ismo. La recombinación genética es el proceso por 


el que los elementos genéticos contenidos en dos genomas 
separados se juntan en una unidad. A través de este meca- 
nismo pueden surgir nuevas combinaciones de genes in- 
cluso en ausencia de mutación. Puesto que los elementos 
que se han asociado pueden capacitar al organismo a llevar 
a cabo alguna función nueva, la recombinación genética 
puede dar como resultado la adaptación a cambios am- 
bientales. Mientras que la mutación origina generalmente 
un pequeño cambio genético en una célula, la recombi- 
nación suele acarrear cambios mucho mayores, Genes en- 
teros, grupos de genes, o incluso cromosomas enteros, 
pueden ser transferidos entre organismos, 

Los procariotas, a diferencia de muchos eucariotas, no 
se reproducen sexualmente (véase Sección 14.6). Sin ет. 
bargo, en procariotas existen mecanismos de intercambio 
genético que, aunque considerablemente diferentes de los 
implicados en la reproducción sexual de los eucariotas, 
permiten tanto la transferencia de genes como su recom- 
binación. 

Para detectar intercambio genético entre dos organismos 
es necesario emplear marcadores genéticos cuya transferencia 
pueda ser detectada, A estos efectos se utilizan cepas gené- 
ticamente alteradas, siendo estas alteraciones debidas а una 
о unas pocas mutaciones en el DNA del organismo. Estas 


mutaciones pueden implicar cambios en uno o unos pocos 
pares de bases o incluso la inserción o deleción de genes en- 
teros. Comenzaremos este capítulo sobre genética micro- 
biana considerando el mecanismo de la mutación y las 
propiedades de los microorganismos mutantes como pre 
Judio a nuestra discusión sobre intercambio genético. 


KLAN ™vtaciones y mutantes 


Сото ya se ha indicado, una mutación es un cambio here- 
diitario еп la secuencia de bases del ácido nucleico ge 
co de un organismo. En todas las células, este ácido nucleico 
es DNA bicatenario (véase Sección 7.1). Una cepa que lleva 
este tipo de cambio se denomina un mutante. Por де! 
ción, un mutante difiere de su cepa parental en el genoti- 
po, es decir, en el conjunto de genes del organismo, Pero, 
además, las propiedades observables del mutante, su fe- 
notipo, pueden también estar alte 

cepa parental. Uno se refiere a este fenotipo alterado como 
fenotipo mutante. Normalmente, una cepa aislada de la na 
turaleza se considera una cepa Silvestre. Se pueden obtener 
mutantes de una cepa silvestre o de una cepa derivada de 
ésta, por ejemplo, de otro mutante. 


adas en relación con la 


Determinación del genotipo y del fenotipo 
Dependiendo de la mutación, un mutante puede о no mos- 
trar un fenotipo diferente del de su cepa parental. Por con: 
vención, en genética bacteriana, el genotipo de un organismo 
se designa por tres letras п las de una ma 
yúscula (todas en cursiva) que indican el gen particular im 
plicado. Por ejemplo, el gen С de Escherichia coli codifica 
Para una prote mi 

proteína (una enzima de la ru 
па) corresponde a la hístidi 
que describe su actividad enzimática. Sin ети 
nas proteínas, como RecA (véanse Secciones 9.10, 10.3 y 
10.5), no tienen otros otros nombres porque sus funciones 
enzimáticas son difíciles de describir en pocas palabras. Las 
mutaciones en gen hisC se designan como hisC1, hisC2, y 
así sucesivamente, en referencia al orden en que fueron 
tenidas las cepas mutantes. 

El fenotipo de ип organismo se designa por una letra ma- 
yúscula seguida de dos letras minúsculas con un 
о menos como superíndice para indicar la presencia o au 
sencia de tal propiedad. Por ejemplo, una cepa His" de E. сой 
es capaz de sintetizar su propia histidina, mientras que u 
His по, Las mutaciones en el gen ПЁС pueden conducir а 
un fenotipo His si eliminan la función del producto del gen. 


núsculas segui 


TisC. En este caso, esta 
a biosintética de la histidi- 
ol-fosfato aminotransferasa, 


go, algu 


signo más 


Aislamiento de mutantes 

Virtualmente, cualquier característica de un organismo pue- 
de ser cambiada por mutación. Sin embargo, algunas mu- 
taciones son seleccionables, confiriendo algún tipo de ventaja 
a los organismos que la poseen, mientras que otras son по 
seleccionables, incluso aunque causen un cambio claro en el 
fenotipo de un organismo. Un ejemplo de mutación no se- 
leccionable es la pérdida de color de un organismo рід. 
mentado (Figura 10.15). Tales colonias no tienen por lo 
general ventajas ni desventajas sobre las colonias pigmen- 


Figura 10.1 о эс de varios tipos de mutantes. (a) Desarrolo 
е mutantes resistentes a antibióticos dentro de la zona de inhibición 
де un ensayo de antibiótico por el método de disco. (b) Mutantes pig- 
mentados y по pigmentados del hongo Aspergillus nidulans. El tipo si- 
vestre tiene un pigmento verdoso. Los mutantes blancos o íncoloros no 
producen pigmento, mientras que los mutantes amarilos no pueden 
Convertir el pigmento que fabrican al de color normal, (с) Colonias de 
mutantes de una especie de Halobacterium, un miembro de Archaea. 
Las colonias que aparecen blancas son del tipo silvestre. Las colonias 
naranja/marrones son mutantes que han perdido las vesiculas (véase 
Sección 4.14). Las colonias sectorsadas son el resultado de las activ- 
dades mutagénicas de elementos transponibles (véase Sección 10.11). 
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tadas cuando crecen en placas de agar (puede haber una 
ventaja selectiva, sin embargo, para los organismos pig- 
mentados еп la naturaleza). Podemos detectar tales muta- 
ciones tan sólo examinando un gran número de colonias y 
buscando las «diferentes», un proceso denominado rastreo 
(screening). Nótese que el color aparente de una colonía no 
tiene por qué ser debido a la producción de un pigmento. 
Las colonias mutantes de Halobacterium que carecen de ve- 
sículas de gas (véase Sección 4.14) transmiten luz de forma 
diferente a las colonias silvestres y parecen ligeramente di- 
ferentes en las placas (Figura 10.10). 

Los mutantes no seleccionables deben detectarse por 
rastreo de grandes poblaciones de organismos, y los feno- 
tipos mutados pueden no ser tan fáciles de reconocer como 
la diferencia entre colonias pigmentadas y no pigmenta- 
das. Por una parte, una mutación seleccionable confiere al 
mutante una ventaja bajo ciertas condiciones ambientales, 
de manera que la progenie del mutante pueda ser capaz de 
superar el crecimiento de la cepa parental y reemplazarla 
Un ejemplo de mutación seleccionable es la resistencia a 
una droga: un mutante resistente a un antibiótico puede 
crecer en presencia de concentraciones de antibiótico que in- 
hiben o matan la cepa parental (Figura 10.14). Sin embargo, 
el fenotip» sensible al antibiótico no puede seleccionarse 
directamer te eliminando el antibiótico del medio. Es rela- 
tivamente ‘cil detectar y aislar los mutantes seleccionables 
escogienao las condiciones ambientales apropiadas, Por 
tanto, la selección es un instrumento genético muy pode- 
тозо que permite el aislamiento de un solo mutante a par 
tir de una población que contiene millones о incluso miles 
de millones de organismos parentales, 

Aunque el rastreo es siempre más tedioso que la selec- 
ción, para ciertos tipos de mutaciones existen métodos que 
permiten el rastreo de gran número de colonias. Por ejem- 
plo, se pueden detectar mutantes nutricionales por la téc- 
піса de la réplica en placa (Figura 102л). A partir de una 
placa original, y con el uso de un terciopelo o filtro de pa- 
pel estéril, se hace una impresión en otra placa de agar que 


Anoto 

Sensible al frio Alteración de una proteina esencial de 
modo que se inactiva a baja temperatura 

Alteración en la permeabilidad a | 
modificación de su diana, u deto 
del compuesto 

Pérdida o modificación de la cápsula. 

Pérdida de fagelos; flagelos no funcionales 


Resistente a drogas 


No capsulado 


No pigmentado 
que ocasiona la péndida de uno o más 
Pigmentos 

Pérdida o cambio en el ipupolisacárido de 
la membrana externa. 

Pérdida de una enzima de una vía 
«degradativa 

Alteración de una proteina esencial de mod, 
que se hace sensible a la temperatura 


Colonia rugosa. 
Fermentación de azücares 


Sensible a temperatura 


Resistencia a virus Pérdida del receptor del virus 


Pérdida de una enzima en una vía biosintética 


ación 


Pérdida de una enzima de la uta biosintética 


carezca del nutriente en cuestión. Las colonias del tipo pa- 
rental crecerán normalmente, mientras las del mutante no. 
Por tanto, la incapacidad de una colonia para crecer en la 
placa réplica (Figura 10.20) es una señal de que es un mu- 
tante. La colonia de la placa maestra que corresponda al es- 
pacio vacío en la placa réplica (Figura 10.25) puede ser 
recogida, purificada y caracterizada. Un mutante nutricio- 
nal que tenga un requerimiento por un factor de стесі- 
miento se suele denominar auxotrofo, y la cepa parental de 
la que deriva se denomina prototrofo. Por ejemplo, mu- 
tantes de Escherichia coli con fenotipo His se Патап auxo- 
тїз para la histidina. Aunque es de gran utilidad, la réplica 
еп placa es un proceso de rastreo que puede resultar muy 
laborioso para el aislamiento de mutantes, 


Selección con penicilina 
Un método ingenioso y ampliamente usado para aislar au- 
xotrofos es el método de selección con penicilina. Por lo 
general, los mutantes que requieren factores de crecimien- 
to tienen desventajas competitivas respecto a las células pa- 
rentales, y no existe un método directo para aislarlas. Sin 
embargo, la penicilina mata solamente a las cólulas que es- 
tán creciendo, y si se añade a una población que está cre- 
ciendo en un medio que carece del factor de crecimiento 
requerido por el mutante deseado, morirán las células pa- 
rentales sin que resulten afectadas las células del mutante 
que no crecen. Así, tras una incubación preliminar en au- 
sencia del factor de crecimiento en un medio con penicili- 
na, la población se lava para eliminar el antibiótico y ве 
transfiere a placas con el factor de crecimiento, Entre las co- 
lonias que crecen (incluyendo algunas células silvestres que 
han escapado a los efectos de la penicilina) deben encon- 
trarse algunos mutantes para ese factor de crecimiento. La 
selección con penicilina es un tipo de selección negativa; la se- 
lección no favorece al mutante sino que perjudica al tipo 
parental o silvestre. 

En la Tabla 10.1, se indican los tipos de mutantes más co 
munes y los métodos para detectarlos. 


Incapacidad para crecer en medio sin el nutriente 
Incapacidad para crecer а una temperatura baja 
(por ejemplo, 20°C) a la que crece normalmente 
¡Crecimiento en medio que contiene una concentración. 
inhibitoria de la droga. 


“Colonias pequeñas y rugosas en lugar de grandes y lisas 
Colonias compactas en vez de planas y extendidas 
Presencia de un color diferente o falta de color 


Colonias granulares e irregulares en lugar de lisas 
y brillantes 

Pérdida de cambio de color en medio conteniendo el аздсаг 
y un indicador de pH 

Incapacidad para crecer а una temperatura que normalmente 
permite el crecimiento (por ejemplo, 4PC) pero айп capaz 
Че crecer a temperaturas más bajas (por ejemplo, 0-С) 

Crecimiento en presencia de grandes cantidades de virus. 
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Placa original; 


crecimiento en 
medio completo 


Presionar la placa 


sobre terciopelo LU 
fodas las colonias Медо minimo 


Terciopelo 

esterlizado 

Аю de plástico -| 

Bloque de Transteroncia. 

madera de las marcas 
де las colonias 
a medio fresco 


® 


Ta Método de a réplica on placa para la detección de mutantes тилда Б} Mutantes numcionaies dateciados por ei m- 
тобо de атарса en раса. La fotografa de la izquierda muestra ia placa original. Las colonias queno aparecen en la placa тер!сада están mar 


cadas con una X. La placa réplica carecía de un nutriente (eucina) que estaba presente en la placa original. Por tanto, las colonias marcad 


una X son auxotrotos para la leucina. 


/_10.1 Revisión de conceptos 


La mutación, un cambio heredable en el DNA, puede originar 
un cambio en el fenotipo. Las poblaciones seleccionables son las 
que confieren al mutante una Ventaja en su crecimiento bajo de- 
terminadas condiciones ambientales, y son especialmente útiles 
en investigación genética, 


2 Distinga entre mutación y mutante. 
Y Distinga entre rastreo y selección. 


ЕЯ Bases moleculares de la mutación 


Сото hemos mencionado, las mutaciones surgen en las cé- 
lulas a causa de cambios en la secuencia de bases del ma- 
terial genético de un organismo, En muchos casos, las 
mutaciones conducen a cambios fenotípicos en el organis- 
mo; en la mayoría de las ocasiones estos cambios son per- 
judiciales o neutros, pero a veces ocurren también cambios 
que son beneficiosos. 
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Las mutaciones pueden ser espontáneas o inducidas. 
Las mutaciones espontáneas pueden surgir como conse- 
cuencia de la acción de la radiación natural (por ejemplo, ra- 
yos cósmicos) que alteran la estructura de las bases del 
DNA. Las mutaciones espontáneas pueden ocurrir duran- 
te la replicación, como resultado de errores en el aparea- 
miento de las bases, originando cambios en el DNA 
replicado. 

Las mutaciones que implican un par de bases (о unos 
pocos pares), se conocen generalmente como mutaciones 
puntuales, Las mutaciones puntuales pueden ser resultado 
de sustituciones de pares de bases en el DNA о de la inserción 
o deleción de un par de bases (microínserciones o microdele- 
ciones), Como en toda mutación, el cambio fenotípico deri- 
vado de una mutación puntual depende de dónde ocurra 
exactamente la mutación en el gen, qué cambio de nucleó- 
tido tuvo lugar, y qué producto codifica dicho gen. 


Sustituciones de pares de bases 

Si dentro de la región codificante de un gen que codifica 
рага una proteína ocurre una mutación puntual, cualquier 
cambio en el fenotipo de la célula es probablemente conse- 
cuencia de un cambio en la secuencia de la proteína produ- 
cida. La Figura 10.3 muestra diversas sustituciones de pares 


|—— 
ыз Gia бле бл» 
Кой оа ی‎ 


¿ERES Posities местов de sustiuciones де pares de bases 
лил gen que codifica una proteína: tres proteinas dilerentes origina- 
as por cambios en el DNA de un único содёп del ОМА. 


de bases que pueden ocurrir en una estrecha región del 
DNA de un gen que codifica para una proteína, El error en 
el DNA se transcribe al mRNA, y este RNA erróneo se usa 
a su vez como molde en la traducción a proteína. (Puesto 
que sólo se utiliza una de las bandas del DNA como mol- 
de para el mRNA, un par de bases AT no significa lo mis- 
mo que un par TA.) El código triplete que dirige la inserción 
де un aminoácido a través de un RNA de transferencia será, 
por tanto, incorrecto. ¿Cuáles son las consecuencias de las 
sustituciones de pares de bases? 

Para interpretar los resultados de la mutación, debe- 
mos recordar primero que el código genético es degene- 
rado (véase Sección 7.13). Por ello, no todas las mutaciones 
en los genes que codifican proteínas causan cambios en 
las proteínas, Esto se ilustra en la Figura 103, que mues- 
tra varios resultados posibles cuando el DNA que codifi- 
са exclusivamente un codón de tirosina sufre una mutación. 
Como se indica, un cambio en el RNA de UAC a UAU no 
tendría efecto porque UAU es también un сойбо de tiro- 
sina. Las mutaciones que originan este tipo de cambio se 
denominan mutaciones silenciosas. Nótese que la muta- 
ción silenciosa casi siempre ocurre en la tercera base del 
codón (arginina у leucina pueden tener también muta- 
ciones silenciosas en la primera posición). Como se vio 
en el Capítulo 7 (véase Tabla 7.3), cambios en la primera о 
segunda base del triplete conducen con mucha más fre- 
cuencia a cambios significativos en la proteína, Por ejem- 
plo, un simple cambio de base de UAC a AAC (Figura 
103) ocasiona un cambio en la proteína de tirosina a as- 
parragina. Esto se conoce como una mutación con senti- 
do erróneo, porque el «sentido» químico (secuencia de 
aminoácidos) del polipéptido resultante ha cambiado, Si 
el cambio ocurriera en una posición crítica en la cadena 
polipeptídica, la proteína podría ser inactiva о tener acti- 
vidad reducida, Sin embargo, no todas las mutaciones que 
ocasionan la sustitución de un aminoácido por otro con- 
ducen necesariamente a proteínas no funcionales. El re- 
sultado depende del lugar de la cadena polipeptidica en 
el que ha ocurrido la sustitución y cómo afecta al plega- 
miento y a la actividad catalítica de la proteína. Una mu- 
tación con sentido erróneo puede conducir a una enzima 
que es sensible a la temperatura, Por ejemplo, se conocen 
mutantes bacterianos sensibles a la temperatura que 
funcionan normalmente a 30'C pero no pueden crecer a 
ATC, aunque el tipo silvestre crezca bien a las dos tem- 
peraturas. Tales sustituciones se denominan también con- 
dicionalmente letales porque la bacteria no puede crecer 
bajo una condición pero puede hacerlo bajo otra. Los fe- 
notipos sensibles a la temperatura ocurren frecuentemente 
porque la proteína mutante puede mantener su confor- 
mación correcta a la temperatura más baja pero se des- 
pliega parcialmente (desnaturaliza) a la temperatura más 
айа. 

Otro resultado posible de la sustitución de pares de ba- 
ses es la formación de un codón de parada, causaría la ter- 
minación prematura de la traducción, originando una 
proteína incompleta que, casi seguro, no sería funcional (Fi- 
gura 10.3). Las mutaciones de este tipo se llaman mutacio- 
пез sin sentido porque el cambio es de un codón para un 
aminoácido (codón con sentido) a un codón de terminación 


A 
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(codón sin sentido). A menos que la mutación sin sentido 
ocurra muy cerca del final del gen, la proteína incompleta 
será totalmente inactiva. 


Mutaciones por desfase 

Como el código genético se lee desde un extremo en blo- 
ques consecutivos de tres bases, cualquier deleción 
serción de un par de bases origina un desfase en el marco 
de lectura y la traducción del gen es completamente alte- 
rada (Figura 10.4), A menudo, puede lograrse la restaura- 
ción parcial de la función de un gen mediante la inserción 
de otro par de bases cerca de la delecionada (una especie de 
mutación supresora; véase más adelante). Después de la 
corrección, la proteína formada puede tener algo de activi- 
dad biológica о incluso ser completamente normal de- 
pendiendo de los aminoácidos codificados por la región 
defectuosa. 

Es importante recordar que las microinserciones o mi- 
crodeleciones sólo son mutaciones por desfase si tienen l 
gar en la parte que incluye el marco de lectura de un gen 
que codifica una proteína. La inserción de una sola base en 
el promotor de un gen podría originar un cambio dramá- 
tico en la capacidad funcional del gen (debido al incremento 
о disminución de su expresión o a cambios en su regula- 
ción), pero no sería una mutación por desfase. (De manera 
similar, sustituciones de pares de bases que no estén den- 
tro de marcos de lectura, no son mutaciones de sentido erró- 
neo о mutaciones 


DNA MANA 
Transcripción 
Faso de lectura cambiada 


ИГЕЗ согоо ел зө de lectura doi RNA mensajero 


causados por mutaciones por Inserción о deleción en el DNA. La fase 
de lectura en el RNA ве establece por el ribosoma que =omienza en 
el extremo 5' (hacia la izquierda en la figura) y procede en unidades de 
tos basas (codones, véanse Secciones 7.13 y 7.15). La fase de lec- 
tura normal sa indica como la fase O, la que carece de una base como. 
fase =1, y la que tiene una Баве extra como la fase +1. Para de- 
terminar los efectos de un desfase, traduzca los codones usando la. 
Tabla 7.3 


Mutaciones hacia atrás o reversiones 

Las mutaciones puntuales son reversibles. Un revertiente se 
define operativamente como una cepa en la que se ha res- 
taurado el fenotipo silvestre. Los revertientes pueden ser 
de dos tipos. En los revertientes de un mismo sitio, la mutación 
que restaura la actividad ocurre en el mismo sitio en el que 
ocurrió la mutación original. (Si la mutación hacia atrás no 
sólo es en el mismo sitio sino que, además, conduce a la se 
cuencia silvestre, se denomina verdadero revertiente). En los 
revertientes de segundo sitio, la mutación ocurre en un sitio di- 
ferente en el DNA. 

Las mutaciones en un segundo sitio pueden restaurar 
un fenotipo silvestre debido a varios tipos de mutaciones 
supresoras que restauran el fenotipo original. Las muta- 
clones supresoras son nuevas mutaciones que compensan 
el efecto de la mutación original. Se conocen varios tipos 
de mutaciones supresoras: (1) una mutación en otra parte 
del mismo gen puede restaurar la función génica, por ejem- 
plo, una mutación por desfase del marco de lectura; (2) una 
mutación en otro gen puede restaurar la función del gen 
mutado original y la del fenotipo silvestre; y (3) una muta- 
ción en otro gen puede originar la producción de otra en- 
zima capaz de reemplazar a la mutada usando una vía 
metabólica diferente a la usada por la enzima mutante. En 
este caso no existe producción de la enzima original, pero 
еп los otros dos sí. 


Mutaciones debidas a muchos pares de bases 

Las deleciones son mutaciones en las que se ha eliminado 
una región del DNA. Tal como hemos discutido, las mi- 
crodeleciones, la eliminación de uno o varios pares de ba- 
ses (Figura 10.4), son a menudo mutaciones por desfase y 
pueden inactivar un gen. Sin embargo, las deleciones pue- 
den también implicar la pórdida de varios cientos o miles 
de pares de bases. La deleción de un gran segmento de 
DNA ocasiona la pérdida total de la función de cualquier 
gen implicado, Algunas deleciones son tan grandes que 
afectan a varios genes (si delos genes es esencial, la 
mutación será letal). Tales deleciones no pueden ser res- 
lauradas a través de otras mutaciones sino sólo mediante re- 
combinación genética. De hecho, una de las maneras de 
distinguir las grandes deleciones de las mutaciones pun 
tuales es que las segundas son revertidas por otras muta- 
ciones, mientras que las segundas no. 

Las inserciones ocurren cuando se añaden nuevas ba- 
ses al DNA. Como ya hemos discutido, las inserciones, al 
igual que las deleciones, pueden implicar una sola base o 
muchas, Las microinserciones resultan de errores durante 
la replicación, como las deleciones, pero las inserciones 
grandes son el resultado de errores que ocurren durante la 
recombinación genética, Las inserciones inactivan el gen en 
el que ocurren. Muchas de estas mutaciones son debidas a 
inserciones de secuencias de DNA específicas identificables 
de DNA de 700-1400 pares de bases de longitud llamadas 
secuencias de inserción, un tipo de elemento transponible 
(vénse Sección 7.4). La conducta de tales secuencias de in- 
serción se discute en detalle en la Sección 10,11, Incluso las 
mutaciones debidas a inserciones grandes pueden revertir 
por mutación posterior, es decir, por una deleción que eli- 
mina la inserción 


Otros tipos de mutaciones a gran escala parecen impl 
саг reordenamientos causados por ertores en la recombi- 
nación. Éstos incluyen translocaciones, en las que largos 
fragmentos de DNA cromosómico se mueven a una locali- 
zación diferente (y en eucariotas frecuentemente a un cro- 
mosoma diferente), y las inversiones, en las que la 
orientación de un segmento particular de DNA resulta in- 
vertida con respecto al DNA circundante 


Velocidades de mutación 

Las frecuencias a las que ocurren los diferentes tipos de mu- 
tación varian ampliamente. Algunos tipos de mutaciones 
ocurren tan raramente que son casí imposibles de detectar, 
mientras que otras ocurren con tal frecuencia que a menu- 
do plantean dificultades a los investigadores para mantener 
un cultivo genéticamente estable. 

Los errores en la replicación del DNA ocurren a fre- 
cuencias de 10 7—10 " por cada par de bases durante cada 
ciclo de replicación. Un gen típico tiene unos 100 pares de 
bases. Por tanto, la frecuencia de estos errores de un gen 
sería de 10-*a 10 * por generación. Así, un cultivo normal 
de organismos totalmente crecido, con aproximadamente 
108 cólulas/ml, posee un buen número de mutantes dife- 
rentes por cada mililitro. 

Sin embargo, no todas las mutaciones ocurren con la 
misma frecuencia. Los fenómenos de transposición ocurren 
más frecuentemente, aproximadamente a 10 * Por otra par- 
te, la aparición de una mutación sin sentido es menos fre- 
cuente, 10 *—10 *, porque sólo algunos codones pueden 
mutar а codones sin sentido. Existen también secuencias 
de DNA, que poseen generalmente cortas repeticiones, que 
son puntos calientes (ho! spots) para mutaciones, dada la 
alta frecuencia de error de la DNA polimerasa en dichas se- 
cuencias. 

A menos que el mutante sea seleccionable, la detección 
experimental de sucesos de tal rareza es dificil, y gran par- 
te del ingenio del genético microbiano se aplica a incre- 
mentar la eficiencia de la detección de mutaciones. Como 
veremos en la siguiente sección, es posible incrementar sig- 
nificativamente la velocidad de mutación mediante trata- 
mientos mutagénicos. Además, veremos que la frecuencia 
Че mutación de un gen puede cambiar en ciertas situaciones 


Mutaciones en los genomas RNA 

Mientras todas las células poseen DNA como material ge- 
ético, algunos virus tienen genomas соп RNA (para ejem- 
plos, véanse Secciones 9.12, 16.1, 167, 16.9 y 16.14). Estos 
genomas también pueden mutar. Notablemente, la veloci- 
dad de mutación en los genomas RNA es unas 1000 veces 
mayor que en genomas DNA, Al menos algunas RNA poli- 
merasas tienen actividad correctora como las DNA polime 
asas (véase Sección 7.6). Sin embargo, mientras existen 
varios sistemas de reparación del DNA que pueden corregir 
Jos cambios antes de que queden fijados como mutaciones 
(véase Sección 10.3), no existen mecanismos comparables 
de reparación de RNA. Esta elevada tasa de mutación en los 
virus RNA excede el interés académico, Los genomas RNA 
de virus que causan enfermedad pueden mutar rápida- 
mente, originando una población en constante cambio y 
evolución 


Ж зо Revisión de conceptos 


Las mutaciones, espontáneas o inducidas, surgen por cambios 
en la secuencia del ácido nudleico del genoma de un organismo. 
Una mutación puntual, surgida por cambio en un solo par de 
bases, puede conducir a un cambio en un aminoácido de una 
proteína о а ningún cambio, dependiendo del codón particular 
¡plicado. En una mutación sin sentido, el codón se convierte 
еп un codón de terminación y se produce una proteína incom- 
pleta. Las deleciones y las inserciones causan efectos más no- 
tables en el DNA, incluyendo mutaciones por desfase de 
lectura, y con frecuencia una pérdida completa de la función 
génica. 
+ ¿Qué significa decir que las mutaciones puntuales pueden 
revertir espontáneamente? 
4 ¿Ocurren mutaciones sin sentido en genes que codifican 
RNAs de transferencia (КЧ Ав)? 


ےا 


Mientras que la frecuencia de mutación espontánea es muy 
baja, hay una variedad de agentes químicos, físicos y bio- 
lógicos que pueden incrementar la velocidad de mutación, 
y se dice que inducen a mutaciones. Estos agentes se cono- 
сеп como mutágenos. Discutiremos algunos de sus princi- 
pales tipos y sus modos de acción. 


químicos. 

La Tabla 102 presenta una visión general de los principa- 
les mutágenos químicos y sus modos de acción. Existen 
varias clases de mutágenos químicos. Algunos son análo- 
gos a las bases ya que se parecen estructuralmente а las 
bases púricas y pirimídicas del DNA pero muestran pro- 
piedades erróneas de aparcamiento (Figura 10.5), Cuan- 
do unos de estos análogos se incorpora al DNA, la 
replicación puede ocurrir normalmente, pero ocasiona 
mente ocurren errores de copia que ocasionan la incorpo- 
ración de una base equivocada en la cadena copiada, La 
mutación se revela en la subsiguiente segregación de esta 
cadena. 

Algunos mutágenos químicos reaccionan directamen- 
te con el DNA, causando cambios químicos en una u otra 
base, lo que ocasiona apareamientos erróneos u otros cam- 
bios (Tabla 10.2). Los agentes alquilantes, tales como, por 
ejemplo, la nitrosoguanidina, son poderosos mutágenos 
y generalmente inducen mutaciones con mayores fre- 
cuencias que los análogos a las bases. La acción de tales 
sustancias difiere de la de los análogos a las bases en que 
las sustancias que reaccionan con el DNA son capaces de 
introducir cambios directos, incluso en DNA que no se 
está replicando, mientras que los análogos а las bases 
túan sólo tras su incorporación durante la replicación. Tan- 
to los análogos а las bases como los agentes alquilantes 
tienden a inducir sustituciones de pares de bases (včase 
Sección 102). 

Un grupo interesante de sustancias, las acridínas, son 
moléculas planas que actúan como agentes intercalanes. 
Estos mutágenos se insertan entre dos pares de bases del 
DNA, separándolas entre sí. Durante la replicación esta 
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Análogos de las bases 

5-Bromouracilo 
ocasional con G 

2Aminopurina 


Compuestos que reaccionan con DNA 

Ácido nitroso (HNO;) 

Hidroxîlamina (НОН) 

Agentes alquilantes 

Monofuncional (por ejemplo, 
etilmetano sulfonato) 

Bifuncional (por ejemplo, mostaza. 


Incorporado como T; falso apareamiento 
Incorporada como A; falso apareamiento con C 


Entrecruzamiento de las cadenas de DNA, 


Par AT — par GC; 
a veces GC => AT 
AT=GC; 

a veces GC— AT 


AT=GCyGC=A1 
GEAT 


Introduce metilo en G; falso apareamientoconT СС—АТ 


Mutaciones puntuales y deleciones 


nitrogenada, mitomicina y nitrosoguanidina)  regién cortada por DNasa 

Corantes intercalantes 

Acridinas y bromuro de etidio Inserción entre dos pares de bases. Microinserciones y microdeleciones 
Radiación 

Ultravioleta Formación de dímeros de pirimidina 


Radiación ionizante (por ejemplo, rayos X) 


la cadena 
Ha и Ha 
o o 
| (| 
н н 
5-Bromouracio Timina 
da) 
A 
Adenina 


Estructura de dos análogos de bases comientes para 
inducir mutaciones y bases normales a las que sustituyen en el ácido 
nucieico. El 5-Bromouracilo puede aparearse con la guanina causan- 
do sustituciones AT — GC. La 2-Aminopurina puede aparearse con la 
citosina causando sustituciones AT — GC. 


Ataque de radicales libres al DNA, rotura de: 


La reparación puede originar error 
o deleción 

La reparación puede originar error 
o deleción 


conformación anormal puede conducir a microinserciones 
о microdeleciones en el DNA tratado con acridina, Por tan- 
to, las acridinas pueden inducir mutaciones por desfase 
(vénse Sección 10.2). El bromuro de etidio, utilizado fre- 
cuentemente para visualizar DNA en geles de electrofore- 
sis (бизе Sección 10.2) es también un agente intercalante. 


Radiación 

Varias formas de radiación son altamente mutagénicas. Po- 
demos dividir la radiación mutagénica en dos categorías 
principales, ionizantes y no ionizantes (electromagnéticas) 
(Figura 10.6). Aunque ambos tipos de radiación se usan en 
genética microbiana, las radiaciones no ionizantes se usan 
miás y las comentaremos en primer lugar. 

Las bases púricas y pirimídicas de los ácidos nucleicos 
absorben intensamente radiación ultravioleta (UV), y con 
чп máximo de absorción para el DNA y el RNA es de 260 
тт (véase Figura 7.9). Las proteínas también absorben та: 
diación UV, pero tienen un máximo а 280 nm debido а la 
absorción de los aminoácidos aromáticos (triptófano, feni- 
lalanina y tirosina). Está bien establecido que la muerte de 
las células por radiación UV se debe principalmente a su 
acción sobre el DNA, de manera que la radiación de 
260 nm es la más efectiva como agente letal. Aunque se co- 
посеп varios efectos, uno bien establecido es la inducción 
de dímeros de pirimidina en el DNA, un estado en el que 
dos bases pirimídicas adyacentes (citosina o timina) se unen 
covalentemente, de manera que se incrementa en gran me- 
dida la probabilidad de que durante la replicación del 
DNA, la DNA polimerasa inserte un nucleótido incorrecto 
en 


posición. 
El tipo más frecuente de fuente de radiación UV que se 
usa en mutagénesis es la lámpara microbicida, la cual emi- 
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Longitud de onda 
(ту 


Ultravioleta 


узе 
ШИШЕ] ооз де onda de la radiación. 


te grandes dosis de radiación UV en la región de 260 nm. 
Suele utilizarse una dosis de radiación UV que produce un 
90-95% de muerte en la población (véase Sección 20.2), y se 
buscan luego mutantes entre los supervivientes. Si se usan 
dosis mucho más altas de radiación, el número de células 
viables será demasiado bajo, mientras que si se usan dosis 
menores, se inducirán daños insuficientes en el DNA. La 
radiación UV es muy útil en el aislamiento de mutantes a 
partir de cultivos bacterianos. 


Radiación ionizante 
La radiación ionizante es una forma de radiación más po- 
tente е incluye rayos de longitud de onda corta, tal como 
rayos X, rayos cósmicos y rayos gamma (Figura (10.6). 
Estas radiaciones causan la ionización del agua y otras 
sustancias, y los efectos mutagénicos se producen indi- 
rectamente a causa de esta ionización. Entre las potentes 
especies químicas formadas por la radiación ionizante es- 
tán los radicales libres, de los cuales el más importante es 
el radical hidroxilo OH -. Los radicales libres reaccionan 
e inactivan macromoléculas celulares, siendo la más im- 
portante el DNA. Con toda probabilidad, el DNA no es 
más sensible que otras moléculas a la radiación ionizante, 
ео, dado que el DNA es el material genético, los cam- 
jos inducidos en él tienen un efecto permanente. A bajas 
dosis de radiación ionizante, sólo ocurren unos pocos im- 
pactos en el DNA, pero a altas dosis ocurren impactos 
múltiples que conducen a la muerte de las células. Al con- 
trario que la radiación UV, la radiación ionizante penetra 
fácilmente el vidrio y otros materiales. Por esta razón, la 
radiación ionizante se usa con frecuencia para inducir mu- 
taciones en plantas y animales (donde su poder de репе- 
tración hace posible alcanzar con facilidad las células 


germinales de estos organismos), pero debido a que es 
mås peligrosa de usar y está menos disponible, se emplea 

con mi ismos (donde la penetración de la ra- 
diación UV no es un problema). 


Mutaciones que surgen de la reparación 

del DNA 

Recordemos que la mutación es un cambio heredable en el 
material genético. Por tanto, si se corrige un error en la 
síntesis del DNA antes de que la célula se divida, no ha- 
brá mutación. Además, algunos daños en el DNA no pue- 
den ser replicados y, por tanto, no pueden convertirse en 
una mutación. Por ejemplo, si una molécula de DNA con- 
tiene dímeros de pirimidina, no se replicará para dar dos 
moléculas con dímeros de pirimidina cada una. Si tal daño 
no puede ser reparado, las células probablemente mori- 
rán. La mayoría de las células tienen una variedad de si 
temas de reparación de DNA para corregir errores о 
reparar daños. Muchos de estos procesos de reparación 
no cometen errores. Sin embargo, algunos procesos pare- 
cen ser propensos a error, y el mismo mecanismo de repa- 
ración origina la mutación, Muchos tipos de mutaciones 
surgen como resultado de reparaciones defectuosas de los 
daños originados en el ОМА por algunos de los agentes 
antes comentados. 

A menudo, el mismo daño en el DNA puede inducir si 
temas de reparación del DNA. Un mecanismo celular com- 
plejo, llamado sistema regulador SOS, se activa como 
consecuencia de daños en el DNA y pone en marcha un 
cierto número de procesos de reparación del DNA, Sin em- 
bargo, en el sistema SOS, algunas reparaciones ocurren en 
ausencia de las instrucciones del molde, es decir, sin apa- 
reamiento de bases, lo que ocasiona la creación de muchos 
errores y, por tanto, de muchas mutaciones. 

En el sistema regulador SOS, el daño al DNA actúa 


como una señal de estrés para la célula, originando la des- 
rresión coordinada (inducción) de varias funciones ce- 
Tulare implicadas en la reparación del DNA (Figura 107), 


Puesto que uno de los mecanismos de reparación del ОМА 
del sistema SOS es inherentemente propenso a error, el 
daño al DNA por diversos agentes, tales como compuestos 
químicos y radiación, conduce a mutagénesis. Gran parte 
de estas mutaciones son ocasionadas por la DNA polime- 
rasa У, codificada por los genes итиС у umuD (vénse figu- 
та 107). La DNA polimerasa IV propensa a error también 
se induce como parte de la respuesta SOS, Estas enzimas 
зе conocen a veces como DNA mutasas. 

Una vez que el DNA dañado ha sido reparado, el siste- 
ma SOS se desconecta y cesa la mutagénesis.Además de su 
efecto sobre la mutagénesis celular, el sistema regulador 
SOS juega un papel central en la regulación de la replicación 
delos virus temperados (véase Sección 9.10), 

Debe resaltarse que no toda la reparación del DNA ocu- 
rre en ausencia de las instrucciones del DNA molde. En ge- 
neral, las células tienen muchos sistemas de reparación que 
requieren las instrucciones del molde y llevan a cabo una 
reparación correcta, Parece que estos sistemas funcionan la 
mayor parte del tiempo pero que no son suficientes para 
reparar la gran cantidad de daño provocada por algunos 
de los agentes mencionados anteriormente. 
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Mecanismo de la respuesta SOS, El daño al DNA ocasiona la conversión de la proteína RecA en una proteina que rompe la pro- 
teina LexA, La proteína LexA normalmente reprime las actividades del gon recA y de los genes de reparación del DNA uwrA у umuD (La proteína 
Отор es parte de la DNA polimerasa У) Nótese que, no obstante, la represión no es completa. Se produce alguna proteina RecA incluso өп pro- 
sencia de la proteina LexA. Con LexA inactivada, estos genes se activan. Como proteasa, la proteina RecA también corta la proteina que actúa 


сото represor de lambda (véase Sección 9.10). 


Cambios en la velocidad de mutación 

La frecuencia de mutación de un organismo es un fenoti- 
po bajo presión de selección como cualquier otro, El hecho 
de que las Archaea hipertermofilicas (véase Capítulo 13) 
tengan aproximadamente la misma velocidad de muta- 
ción que las cepas de laboratorio de Escherichia coli, podía 
hacer imaginar que esta presión ha conducido a la selec- 
ción de organismos con las velocidades de mutación más 
bajas posibles. Sin embargo, esto no es así. Se conocen mu- 
tantes de algunos organismos que son hiperprecisos. En 
estos organismos, sin embargo, los mecanismos correcto- 
res o de reparación pueden tener un coste metabólico tan 
alto que sitúen al organismo en una clara desventaja. Por 
supuesto, ciertos organismos pueden beneficiarse de ta- 
les mecanismos para ocupar ciertos nichos ambientales. 
Un buen ejemplo es la bacteria Deinococcus radiodurans 
(véase Sección 12,34), que es 20 veces más resistente a la 
radiación ultravioleta y 200 veces más resistente a la ra- 
diación ionizante que E. coli. Esta resistencia, dependien- 
te en parte de sistemas redundantes de reparación de 
DNA y de mecanismos para exportar nucleótidos daña- 
dos, permite al organismo sobrevivir en ambientes en 
donde otros organismos no pueden. Quizá, lo más intere- 
sante sea el hecho de que lo contrario también puede ocu- 
ir; esto es, algunos organismos pueden beneficiarse de su 
elevada tasa de mutación. 

Los sistemas de reparación del DNA están, a su vez, co- 
dificados por genes y, por tanto, sujetos a mutación. Por 
ejemplo, la subunidad de la DNA polimerasa Ш implicada 
еп procesos correctores (véase Sección 7.6) está codificada 
por el gen d10. Ciertas mutaciones en este gen originan сё 
lulas que son aún viables pero poseen una mayor frecuen- 


cia de mutación. Una cepa con una frecuencia de mutación 
incrementada se dice que es hipermutable o un mutador. Se 
conocen mutaciones en varios sistemas de reparación de 
DNA que pueden originar un fenotipo mutador, El fenoti- 
po mutador es aparentemente seleccionado en ambientes 
complejos y cambiantes, puesto que las cepas con fenoti- 
ров mutadores son más frecuentes en estas condiciones, 
Presumiblemente, en un ambiente tal, cualquier desventa- 
ja proveniente de una mayor frecuencia de mutación es con- 
trabalanceada por la capacidad para generar nuevas y útiles 
mutaciones. (Nótese que cuando las condiciones ambien- 
tales se estabilizan o regresan a la «normalidad», la venta- 
ja de la cepa mutadora se perderá.) 

Como hemos indicado antes, puede inducirse un feno- 
tipo mutador en cepas silvestres por situaciones de estrés, 
по por mutaciones en los genes implicados en la repara- 
ción del DNA, sino por la regulación normal de la función 
de estos genes. Por ejemplo, la respuesta SOS induce repa- 
ración propensa a error, Por tanto, cuando se activa la res- 
puesta SOS, se incrementa la velocidad de mutación. 
Mientras en algunos casos esto puede ser un subproducto 
necesario de la reparación del DNA, en otros casos la in- 
crementada frecuencia de mutación puede representar un 
valor en sí misma. Esto es, el organismo puede generar miu- 
taciones adaplativos. La mutación adaptativa origina un fe- 
notipo en el mutante que le permite sobrevivir al estrés 
particular. 


Mutagénesis biológica y dirigida 

Se pueden generar mutaciones sin el uso de agentes qu- 
micos o físicos mediante el proceso de mutagénesis por trans- 
posón. Discutiremos los detalles de la mutagénesis рог 
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transposón más adelante en este capítulo (vénse Sección 
10.11) y aquí sólo indicaremos que si la inserción de un ele 
mento transponible ocurre dentro de un gen, por lo general 
se pierde la función del gen (véase Figura 10.10). Dado que 
los elementos transponibles pueden insertarse en varias lo- 
calizaciones del cromosoma, los transposones se 
profusión por los genéticos microbianos como aj 
tagénicos, 

Hasta ahora, hemos considerado mutaciones que ocu- 
ттеп al azar en el genoma de la célula 
nología del DNA recombinante y el uso del DNA sintético 
hacen posible inducir mutaciones especí 


microbiana, La tec- 


cificos. Los procedimientos para llevar a cabo mutagénesis 


en sitios específicos del genoma se | 
gida y se tratarán en detalle al final de este 
Sección 10.18). 


ап mutagénesis di 
8 


apítulo (vénse 


/_10.3 Revisión de conceptos 


Los mutágenos son agentes químicos, físicos o biológicos que in- 


mos pueden 


erementan la frecuencia de mutación. Los mutá; 


alterar el DNA de muchas y diversas maneras. Sin embargo, las 
alteraciones en el DNA по son mutaci 
heredadas. Algunos daños en el DNA conducen a la 


э a menos que sean 


lular si no se reparan. 


4 ¿Cómo funcionan los mutágenos? 


Y Diferencie entre mutación y daño al DNA. 


Mutagénesis y carcinogénesis: 
el test de Ames 


Se ha desarrollado el uso práctico de cepas bacte 
identificar sustancias potencialmente peligrosas en el me 
dio ambiente. Dado que la sensibilidad a la que se pus 
detectar mutantes seleccionables en grandes р 

de bacterias es muy alta, las bacterias pueden utilizarse 
como agentes analíticos para detectar la mutagenicidad po- 
tencial de sustancias químicas. Esto es importante, porque 
se ha observ 


> que muchos mutágenos químicos son tam- 
bién carcinogénicos, es decir, capaces de causar cáncer en 
ales o en el hombre. 

La variedad de sustancias, tanto naturales como artifi- 
dales, соп la que la población hum cto 
mediante exposición agrícola o industrial es enorme. Se ne- 
cesitan pruebas simples para determinar la seguridad de 
tales productos. Existe evidencia de que una gran propor 


а entra en cont 


ción de los cánceres humanos tienen una causa medioam- 


biental, muy probablemente mediante agentes químicos, 
lo que hace urgente la detección de estos carcinógenos qué 
micos. El que un compuesto sea mutagénico no implica ne 

Sin embargo, la 
correlación es muy alta, y la determinación de que una sus 
tancia sea m 


cesariamente que sea carcinogénico. 


génica en un sistema bacteriano sirve como 
aviso de un peligro potencial. De igual manera, el hecho de 
que un compuesto no sea mutagénico en un sistema bacte- 
Напо no sig; 

ma bac 


ifica que no sea carcinogé 1 siste- 


nico, ya que 


ano no puede detectar todos los compuestos que 


son activos en animales superiores, El desarrollo de prue- 


MUTAGÉNESIS Y CARCINOGÉN 


ч де Атев se Usa para avaluar la mutagonicidad 
"puesto. Ambas placas se Inocularon con un cultivo de un 
mutante de Salmonella enterica que requiere histidina. El medio no 

histidina, de modo que sólo podrán crecer las células que re- 
al tipo silvestre En ambas placas aparecen revertientes es- 
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úpontánsos, pero el compuesto en el disco de papel de fito de la placa 
de ensayo (abajo) ha aumentado la frecuencia de mutación, como 
puede у No 
se ven revertentes muy próximos al disco porque la concentración de 
mutágeno en ева zona es tan alta que resulta letal 


se por el mayor número de colonias que rodea al disc 


bas bacterianas para el rastreo de carcinógenos fue puesto 
a punto inicialmente en la Universidad de Berkeley bajo la 
dirección de Bruce Ames, y el ensayo de mutagenicidad se 
llama frecuentemente test de Ames (Figura 10:8) 


Protocolo del test de Ames 
El método usual para probar compuestos químicos en mu 
tagénesis ha sido determinar si el mutágeno sospechoso 
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aumenta la frecuencia de mutaciones hacia atrás (reversio- 
пев) en cepas bacterianas que son auxotrofas para algún 
nutriente, Es importante que la mutación original sea una 
mutación puntual, de modo que pueda ocurrir la reversión. 
Cuando células de dicha cepa auxotrófica se extienden en 
ип medio que carece del nutriente requerido (por ejemplo, 
un aminoácido), no ocurrirá crecimiento, e incluso no apa- 
recerán colonias visibles cuando se extiendan sobre la pla- 
са grandes poblaciones de células. Sin embargo, si han 
surgido mutantes revertientes, tales células serán. 

de formar colonias. Por tanto, si se siembran 10 células en 
la superficie de una placa, pueden detectarse incluso 10-20 
revertientes, debido a las 10-20 colonias que pueden for- 
таг. Si la frecuencia de reversión se ha incrementado por el 
mutágeno químico, el número de colonias también incre- 
mentará. Las cepas más usadas en el test de Ames han sido 
auxotrofos de histidina de Samonella enterica (Figura 10.8) y 
auxotrofos de triptófano de Escherichia сой. 

Aunque el simple ensayo de mutagénesis en bacterías se 
ha realizado durante mucho tiempo, el test de Ames ha in- 
troducido dos elementos que lo han hecho mucho más po- 
deroso, El primero es el uso de cepas bacterianas que usan 
casi exclusivamente vías de reparación del DNA 
sas a error (véase Sección 10.3). El segundo elemento im- 
portante es el uso de preparaciones enzimáticas de hígado 
рага convertirlas sustancias químicas en sus formas activas 
mutagénicas (y carcinogénicas), Se ha determinado que mu- 
chos carcinógenos potentes no son directamente carcino- 
génicos o mutagénicos sino que sufren cambios químicos en 
el cuerpo humano que los convierten en sustancias activas. 
Estos cambios ocurren fundamentalmente en el hígado, 
donde enzimas implicadas en detoxificación (oxidasas de 
función mixta) provocan la formación de epóxidos y otras 
formas activadas de los compuestos, que son entonces al- 
tamente reactivas con el ОМА. 

Enel test de Ames se usa primero una preparación de hi- 
gado de rata para activar el compuesto. Luego, el comple- 
jo activado se coloca en un papel de filtro y se sitúa en el 
centro de una placa en la que se ha sembrado una cepa bac- 
teriana apropiada, Tras una noche de incubación, la muta- 
genicidad del compuesto puede determinarse observando 
un halo de revertientes en el área que circunda el disco de 
papel (Figura 10.8). Es necesario realizar siempre el ensayo 
соп varias concentraciones del compuesto y con controles 
positivos y negativos apropiados, ya que los compuestos 
varían en su actividad mutagénica y son letales a niveles 
elevados. Un gran número de compuestos químicos se han 
sometido al test de Ames, que se ha convertido en uno de 
los análisis preliminares más útiles para determinar el po- 
tencial carcinogénico de un compuesto, 


/_10.4 Revisión de conceptos 

El test de Ames emplea un sistema de ensayo bacteriano sensi- 

ble para determinar mutágenos químicos en el ambiente. 

/ ¿Por quéel test de Ames mide la frecuencia de mutación re- 
versa hacia atrás más que la velocidad de mutación directa? 


2 ¿Cuál es la importancia de la detección de mutágenos en re- 
lación con la prevención del cáncer? 


| 10.5 | Recombinación genética 

La recombinación genética implica el intercambio físico de 
material genético entre elementos genéticos. En esta Sec- 
ción, nos centraremos en la recombinación general u ho- 
móloga, que comprende un intercambio genético entre 
secuencias homólogas de DNA de dos orígenes diferentes 
(aunque tal recombinación puede ocurrir entre secuencias 
homólogas en el mismo cromosoma). Las secuencias ho- 
mólogas de DNA tienen la misma, o casi la misma, se- 
cuencia; por tanto, el apareamiento de las bases puede 
ocurrir а lo largo de una longitud considerable de las dos 
moléculas de DNA, Este tipo de recombinación está im- 
plicada en el proceso conocido como «entrecruzamiento» 
(crossing over) en la genética clásica, 

La recombinación homóloga es extremadamente im- 
portante en todos los organismos. Sin embargo, es también 
muy compleja. Incluso en la bacteria Escherichia coli hay al 
menos 25 genes implicados, Además, la recombinación ho- 
móloga es de tanta importancia que existen varias rutas re- 
dundantes. Por tanto, si una ruta se inhibe o no es funcional, 
otra puede ser capaz de suplir las funciones necesarias, 


Etapas moleculares en la recombinación 


homóloga 
A nivel molecular, la recombinación ha sido estudiada prin- 
cipalmente en riotas y virus. En Bacteria, la recombi- 
nación general conlleva la participación de una proteina 
especifica llamada RecA, codificada porel gen recA. La pro- 
teína RecA es esencial en casi todos los procesos de recom- 
binación homóloga. Se han identificado proteínas similares 
a RecA en todos los procariotas examinados, incluyendo 
las Archaea, así como еп levaduras y Eukarya superiores. 
La Figura 10.9 muestra una visión global del mecanis- 
mo molecular general de la recombinación general. El pro- 
ceso comienza con una mella (generada generalmente por 
una nucleasa) en una de las moléculas de DNA, Esta ca- 
епа rota debe ser desplazada de la otra cadena por pro- 
teínas con actividad helicasa (véase Sección 7.6). En algunas 
vías, enzimas tales como la enzima RecBCD 
de E. сой, tienen tanto actividad nucleasa como helicasa, 
Una proteína de unión a cadena sencilla (véase Sección 7.6) 
se une luego al segmento monocatenario resultante, А con- 
tinuación, la proteína RecA se une al fragmento monoca- 
tenario, formando un complejo que facilita el anillamiento. 
соп una secuencia complementaria en el dúplex adyacen- 
te, con desplazamiento simultáneo de la banda residente 
(Figura 10.9). Este proceso se conoce frecuentemente como. 
invasión de banda. Como se indicó, la recombinación impli- 
ca el apareamiento de moléculas de DNA a lo largo de gran- 
des fragmentos. Tras el apareamiento, puede ocurrir un 
intercambio de secuencias de DNA homólogas, lo que con- 
duce a la formación de intermediarios de recombinación 
que contienen extensas regiones de heterodúplex, en las 
que cada cadena de un cromosoma diferente. Este 
proceso también implica DNA polimerasa y ligasa. Estas 
regiones pueden ser extendidas por la proteína RecA. Fi- 
nalmente, las moléculas ligadas se resuelven en dos molé- 
culas recombinantes por la acción de nucleasas y DNA 
ligasa. 
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Versión simpliicada de un mecanismo molecular de re- 
combinación genética. Moléculas homólogas de ОМА se emparejan е 
intercambias segmentos de DNA. El mecanismo implica rotura y unión 
de segmentos apareados. Se indican dos de las proteinas implicadas, 
na proteina de unión а cadenas sencillas (558) y la proteina RecA. El 
diagrama no está a escala: el apareamiento puede ocurrir a lo largo de 
Gentos o miles de pares de bases. Nótese que existen dos posibles so- 
luciones, dependiendo de las cadenas que sean cortadas durante el 
proceso de resolución. En un caso, las moléculas recombinantes tienen 
parches, mientras que en el otro las dos cadenas parentales parecen 
haber sido cortadas y ampalmadas la una con la otra. 


Este mecanismo de formación de estructuras recombi- 
nantes de DNA es completamente natural y ocurre tre- 
cuentemente en la célula. El que conduzca o no a la 
formación de nuevos genotipos depende de si las dos mo- 
léculas que sufren recombinación difieren genéticamente 
en regiones que están fuera de la región de recombinación. 
Se acepta que, dentro de ciertos límites, la recombinación 
general se produce al azar a lo largo de todo el genoma, 
Por tanto, la probabilidad de que ocurra recombinación 
entre dos genes es proporcional a la distancia, Este hecho re- 
sulta útil en el mapeo genético. Por análisis de recombina- 
ción es posible mapear la posición de los genes en los 
cromosomas, ya que cuanto más alejados estén dos genes, 
más probable es que sufran recombinación. 

Para que surjan nuevos genotipos como resultado de la 
recombinación general, es esencial que las dos secuencias 
homólogas sean genéticamente distintas. Tal es el caso de 
una célula eucariótica diploide (vénse Sección 14.6), que po- 
see dos juegos de cromosomas, uno procedente de cada pa- 
dre. Las dos moléculas diferentes se juntan como resultado 
de la reproducción sexual, un proceso que forma parte del 
ciclo de vida regular de la mayor parte de los organismos 
eucarióticos. En los procariotas, existen diversos mecanis- 
mos implicados en reunir moléculas de DNA genética- 
mente distintas pero homólogas, pero el proceso de 
recombinación no es menos importante. La recombinación 
puede ser crítica también en el ciclo de vida de algunos vi- 
rus. En los Capítulos 9 y 16, vimos que algunos bacteriófa- 
gos como Т4 y Т7 (véanse Secciones 9.9 y 16.4) requieren 
recombinación homóloga como un paso durante la repli- 
cación del DNA. 

En procariotas, la recombinación genética puede obser- 
varse porque los fragmentos de DNA homólogo de un cro- 
mosoma donador son transferidos a una célula receptora 
por uno de estos procesos: transformación (véase Sección 
106), transducción (vénse Sección 107) y conjugación (véase 
Sección 10.9), La recombinación homóloga sólo puede ocu- 
rrir tras la transferencia, es decir, cuando el fragmento de 
DNA del donador está en la célula receptora. Como sólo se 
transfiere un fragmento del cromosoma, si no se produce re 
combinación el fragmento se perderá, puesto que no pue- 
de replicarse independientemente. Es importante, pues, 
recordar, que la transferencia es sólo el primer paso en pro- 
cariotas para obtener organismos recombinantes. 


Detección de la recombinación 

Para detectar el intercambio físico de segmentos de DNA, 
las células producto de la recombinación deben ser fenotí- 
picamente diferentes de los padres. En cruces entre micro- 
organismos, deben usarse como cepas receptoras aquellas 
que carezcan de alguna de las características seleccionables 
que vayan a poseer los recombinantes, Por ejemplo, la cepa 
receptora deberá ser incapaz de crecer en un medio parti- 
cular, mientras que los recombinantes genéticos a seleccio- 
паг sí pueden hacerlo. En la Sección 10.1, mencionamos 
varios tipos de marcadores seleccionables y no selecciona- 
bles (tales como resistencia a drogas, requerimientos nutri- 
cionales y otros). La enorme sensibilidad del proceso de 
selección viene indicada por el hecho de que en cada placa 
se pueden sembrar 10° bacterias o más sin que aparezcan 
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colonias parentales, mientras que algunos recombinantes 
formarán colonias si se utilizan las condiciones selectivas 
apropiadas (Figura 10.10). El único requerimiento es que la 
frecuencia de mutación reversa para la característica selec- 
cionada sea baja, puesto que los revertientes también for- 
marán colonias. Este problema se puede superar a veces 
usando mutantes dobles, porque es muy improbable que 
ocurran dos mutaciones reversas en la misma célula. Gran 
parte del ingenio de un genético microbiano se manifiesta 
en la elección de los mutantes y medios selectivos apro- 
ріайо para la detección eficaz de la recombinación gené- 
tica, Debido a que la selección es muy eficiente у dado que 
pueden realizarse cruces con miles de millones de células 
individuales, el análisis de la recombinación es una herra- 
mienta muy importante en genética microbiana. 


/ 10.5 Revisión de conceptos 


La recombinación homóloga ocurre cuando secuencias estre- 
chamente relacionadas de dos elementos genéticos distintos se 
combinan juntas en el mismo elemento. La recombinación es un 
importante proceso evolutivo, у las células tienen mecanismos 
especificos para asegurar que ocurre recombinación. Los me- 
canismos de recombinación que tienen lugar en procariotas 
implican transferencia de DNA durante los procesos de trans- 
formación, transducción y conjugación. 


4 ¿Qué proteína, que se encuentra en todos los procariotas, 
facilita el apareamiento requerido por la recombinación ho- 
móloga? 

Y En eucariotas, la recombinación implica cromosomas ente- 
ros, pero по ocurre lo mismo en procariotas. Explíquelo. 


Células Células 
Trp” No hay crecimiento Trp Los recombinantes 
өп madio sin triptólano. forman colonias en 
medio sin trptófano 


ETRA Uso da medio selectivo para detectar recombinan- 
es poco frecuentes entre una gran población de no recom- 
'inantes, En el medio selectivo sólo forman colonias los recombinantes. 
raros, Normalmente, procedimientos como éste, que ofrecen un алаб- 
sis genético de айа resolución, sêla se pueden utilizar con microorga- 
nismos. El tipo de Intercambio genético Ilustrado es la transtormación, 
que se comenta en la Sección 10.6. 


M TÉCNICAS DE GENÉTICA 
BACTERIANA: IN VIVO 


Para «hacer genética» el genético debe cruzar cepas de un 
organismo que tienen diferentes genotipos (y fenotipos) y 
buscar recombinantes. Durante gran parte de los últimos 
50 años, los genéticos bacterianos que deseaban realizar es- 
tos cruces dependían de los procesos naturales por los que 
las bacterias intercambian material genético. Estos tres pro- 
¡cesos in vivo son: (1) transformación, que implica DNA do- 
nador en estado libre en el ambiente (véase Sección 10.6), 
(2) transducción, en el que la transferencia del DNA dona- 
dor está mediada por un virus (véase Sección 10.8), y (3) 
conjugación, donde la transferencia implica un contacto 
célula-célula y la presencia de un plásmido conjugativo en la 
ойша donadora (vérse Sección 10.9). Estos procesos se com- 
paran en la Figura 10.11 y se discutirán en detalle en las si- 
guientes secciones. 


KE Transtormaci6n genética 


Сото ya hemos notado, la transformación genética es un 
proceso por el que el DNA libre se incorpora en una célula 
receptora y lleva a cabo un cambio genético. El descubri- 
miento de la transformación genética en bacterias fue uno 
de los acontecimientos más destacables en biología, ya que 
condujo a experimentos que demostraron que el DNA es 
el material genético (véase recuadro, «Orígenes de la gené- 
tica bacteriana»). Este descubrimiento se convirtió en la pie- 
Чга angular de la biología molecular y la biología moderna. 
Se han encontrado varios procariotas que son transfor- 
mables en condiciones naturales, incluyendo ciertas espe- 
cies de Bactería, tanto Gram positivas como Gram negativas, 
y algunas especies de Archaea. Sin embargo, incluso dentro 
delos transformables, sólo ciertas cepas o especies 
resultan transformables. Puesto que el DNA de los proc: 
riotas está presente en la célula como una gran molécula 
única, cuando la célula se lisa en condiciones suaves, el 
DNA sale y se extiende (Figura 10.12). A causa de su 
longitud (1700 um en Bacillus subtilis), la molécula de 
se rompe fácilmente; incluso tras extracción suave el cro- 
mosoma de 42 megapares de bases de В. subtilis se frag- 
menta en porciones de 15 Kilopares de bases, Como el gen 
medio tiene un tamaño de 1000 nucleótidos, cada uno de los 
fragmentos de DNA purificado tiene unos 15 genes, Nor- 
malmente una célula incorpora sólo uno о unos cuantos 
fragmentos de DNA, de modo que en un único suceso de 
transformación sólo se puede transferir de una célula а otra 
una pequeña cantidad de genes. 


Competencia 

Опа célula que es capaz de tomar una molécula de DNA y 
ser transformada se dice que es competente, Sólo ciertas 
сераз son competentes; esta capacidad parece ser una pro- 
piedad determinada genéticamente. En la mayoría de las 
bacterias que se pueden transformar naturalmente, la com- 
petencia está regulada y hay proteínas especiales que jue- 
gan un papel en el transporte y procesamiento del ОМА. 
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Donador 
Infección virica, ® 
destrucción del 


Conjugación: 
Guo transferencia dol 
con un piásmido онеки 
integrado 


ora 0 procesos poros que IDNA е vane 
бе una célula bacteriana donadora а una receptora. 


Sólo se muestran las etapas iniciales de la transferencia 
Los detalles de la integración del ОМА en ві receptor se 
exponen өп el texto. 


Las proteínas específicas de la competencia incluyen una 
proteína de membrana de unión del DNA, una autolisina 
dela pared celular, y varias nucleasas. Una vía implicada en 
la competencia natural de Bacillus subtilis es parte de un sis- 
tema de quorum sensing (un sistema regulador que respon- 
deal número de células, véase Sección 8.9) regulada por un 
sistema de dos componentes (oéase Sección 8.10), Las célu- 
las producen y excretan un pequeño péptido durante el cre- 
cimiento y llegan a ser competentes a altas concentraciones 
de este péptido, a través de la acción de Сот, una quina- 
sa sensora, y СотА, un regulador de respuesta, СотА es 
una proteína activadora (véase Sección 8.6) que regula un 
número de genes que afectan a la transformación. En Ba- 
йиз, aproximadamente el 20% de las células se hacen 
competentes y permanecen así durante varias horas. Sin 
embargo, en Streptococcus, el 100% de las células se hacen 
competentes, pero sólo durante unos minutos a lo largo del 
ciclo de crecimiento. 


de DNA 
Las bacterias difieren en la forma en que incorporan el DNA 
aunque en todos los casos sólo entra en el citoplasma DNA 
monocatenario. Por ejemplo, en Haemophilus, que es Gram 
negativo, la célula sólo toma DNA bicatenario, a pesar de 
que sólo se incorporan en el genoma mediante recombina- 
ción segmentos monocatenarios. En Bacteria Gram negati- 
vas, parece que el DNA bicatenario es degradado a cadena 
sencilla en el espacio periplásmico (véase Sección 4.9) y sólo 
penetra en el citoplasma una cadena sencilla, En Bacteria 
Стат positivas, como Streptococcus y Bacillus, por el contra- 
rio, las células sólo toman DNA monocatenario, mientras la 
banda complementaria es degradada simultáneamente. Sin 
embargo, en todos los casos, el ОМА bicatenario se une más 

eficientemente a las células. 
Durante la transformación, las bacterias competentes 
unen primero DNA reversiblemente; pronto, sin embar- 
go, esa unión pasa a ser irreversible, Las células compe- 
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Aprendiendo del pasado... 


entras que la recombinación ge- 

netica en eucanotas era conoc- 
Ча desde hace tempo, el descubrimiento de 
la recombinación genética en bacterias por 
transformación, transducción y conjugación 
өз un suceso relativamente recente. De los 
Ires procesos, el descubrimiento de la trans- 
tormación tue el más significativo, ya qua 
suministró la primera evidencia de que ві 
ОМА os el material genético. La primera ovi- 
dencia de transformación bacteriana а ob- 
tuvo el ciantifco britânico Fred Griffth al inal 
de la década de los años 20. Gti estaba 
trabajando con Streptococcus pneumonias 
neumococo), una bacteria cuya capacidad 
де invasión se debe en parte a la presencia 
де una cápsula polisacaridica. Se pueden 
ог mutantes que carecen де esta càpsu- 
la y que son incapaces de causar infección; 
tales mutantes se llaman cepas Н porque 
sus colonias aparecen rugosas en placas de 
agar, a diferencia de la apariencia lisa de las 
серав capsuladas. Un ratón infectado con 
эбдо unas cuantas célula de una сера isa 
(Б) muera уза un dia о dos de la Infección 
por el neumococo, mientras que incluso, 
grandes Inêculos de células Н no causan la 
muerto cuando воп inyactadas, Сени de- 
mostró que s la cêlulas S muertas por calor 
ва Inyectaban Junto con сёав Н vivas, se 
producía una infección mortal у las bacto- 
бав alaladas dei ratón eran del tipo 5. Se co- 
nocia la presencia de diferentes cápsulas 
polisacaridicas en diferentes cepas de nev- 
тососов, y fue posible realizar nuevamen- 
te esto experimento con cálulas 8 muertas 
por calor de un tipo diferente a aquel del que 
derivaba la cepa R. Puesto que las células 5. 
vivas recuperadas tenian la cápsula del ipo 


де las células S muertas por calor las célu- 
las A habían sido transformadas еп un 
nuevo tipo y el proceso tenía todas las pro- 
piedades de un suceso genético, La expl- 
¡cación molecular де la transformación delos. 
tipos de neumococos fue suministrada por 
Oswald T. Avery y sus colaboradores del ins- 
tituto Rockefeller de Nueva York, өп una. 
serie de estudios llevados a cabo en los 
олов 30 que culminaron en su publicación 
por O. T. Avery. C- M. MacLeod y М.МеСалу 
өп 1944, un clásico en la actualidad. Avery 
y sus colaboradores demostraron que, bajo. 
ciertas condiciones, ol proceso de trans- 
formación podía efectuarse еп el tubo de 
ensayo en vez de en un ratón, y que un ex- 
tracto ibro де cêlulas da las cálulas muertas 
podia inducir la transtormación. En una larga 
seria de meticulasos experimentos bioquí- 
micos, la tracción activa de los extractos b- 
bres de células fue purificada y se demostró. 
que era DNA. La actividad transtormante del 
ОМА purificado fue muy alta y sólo se nece- 
sitaban muy pequeñas cantidades. Poste- 
riormente, otros Investigadores del instituto 
Rockefeller mostraron que en neumococos. 
la transformación no sólo se circunscribla а 
las caracteristicas Capsulares, sino que 
podia ocur también con otras caracteris- 
cas genéticas del organismo, como la re- 
lstencia a antibióticos y la fermentación de 
azicares. 

En 1953, James Watson y Francia Crick 
“anunciaron su modelo de estructura del 
DNA, aportando una base teórica sobre 
¡cómo el DNA podría actuar como material 
genético. Asi, dos tipos de estudios, el bac- 
teológico y el bioquímico de Avery y el 
físico-químico de Watson y Crick, funda- 


mentaron el concepto de que el ОМА es el 
material genético. En años postenores, este 
trabajo abriria por completo el campo de la 


па tue demostrada iniclalmente por Joshua 
Lederberg y E. L. Tatum en 1948 өп experi- 
mentos cuidadosamente diseñados para 
determinar si podían ocurrir procesos se- 
xuales en bacterias. Como parecía que el 
proceso, ві tenía lugar, sería bastante raro. 
nunca за habia observado en el microsco- 
plo la existencia de acoplamiento bacteria- 
по, aunque tal evidencia era fácil de obtener 
en eucariotas), Lederberg desarrolló un 
método que inclu el uso de mutantes nu- 
tncionales de Escherichia сой, Afortunada- 
mente, estos mutantes habian sido aislados 
а partir de la сера K-12, una de las pocas 
серая que зө conocen que albergan el plas» 
mido F El principio consistió en mezclar бов 
cepas, una que requería biotina у mationt- 
па, y otra que requería treonina y leucina, y 
en sembrar la mezcla en medio mínimo ca- 
rente de los cuatro factores de crecimiento, 
Ninguna de las cepas parentales podia 
crecer en este medio, pero cualquier re- 
combinant podría hacerlo, y cuando se 
sembraron en placa 10* células, se obtuvo. 
un pequeño pero significativo número de. 
colonias. Se emplearon cepas con dos re- 
Querimientos nutricionales separados porque 
sería improbable que ocuriara espontânea- 
mente la reversión de ambas mutaciones, 
сайа una en un gen, өп una misma célula. 
Asi, la Única explicación del fenómeno era 
algún tipo de recombinación genética. Para 


tentes unen mucho más DNA que las no competentes (has- 
ta 1000 veces más). Como se indicó anteriormente, los ta- 
'maños de los fragmentos transformantes son mucho más 
pequeños que el del genoma y el DNA se degrada más 
aún durante el proceso de ingestión, Cada célula de Strep- 
lococcus pneumoniae sólo puede unir unas 10 moléculas de 
DNA bicatenario de 15-20 kilopares de bases cada una. 
Sin embargo, a medida que se van tomando, se convierten 
en piezas monocatenarias de unas 8 kilobases. Los frag- 
mentos de ОМА presentes en la mezcla compiten entre sí, 
y sise añade un exceso de DNA que no tiene el marcador 
genético se observa un descenso en el múmero de trans- 


formantes. En las preparaciones de DNA transformante, 
sólo 1 de cada 100-200 fragmentos contiene el marcador 
que está siendo estudiado. Por tanto, a altas concentra 

ciones de DNA, la competición entre las moléculas de 
DNA ocasiona la saturación del sistema, de modo que in- 
cluso bajo las mejores condiciones resulta imposible trans- 
formar todas las células de una población para un 
marcador genético dado. La frecuencia máxima de trans- 
formación obtenida hasta ahora está próxima al 20% de la 
Población; en realidad los valores normalmente obtenidos 
están entre el 0,1 y el 1%. La concentración mínima de 
DNA que produce transformantes detectables es de alre- 
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ол. Avery 


demostrar que el proceso requería contac- 
to de célula а célula, y. por tanto, no se de- 
bla а un ро de transformación, ue puso an 
evidencia que cuando los filtrados de culti- 
vo olos extractos ве separaban por un filtro 
permeable a las macromoléculas pero no a 
las células, la recombinación no осута. 
Aunque inicialmente la conjugación parecia 
ser un fenómeno muy raro, а principios de 
los años 50 el cientifico italiano LL. Cavall- 

Sforza, trabajando өп ol laboratorio de Lo- 
derberg, aisló una cepa de Е. сой que 
mostraba alta frecuencia de recombinación. 

El médico británico Wiliam Hayes, que ais- 
lo indopandientemente una сера Htr mostró, 
тёз tarde que la transferencia genética du- 
rante la conjugación era un suceso unidi- 
reccional, con las células Hir actuando 


ELL. Tatum (izquierda) y J. Lederberg 
en 1947 


сото donadores. El experimento de conju- 
gación interrumpida y la demostración del 
тара genético circular de E. сой fueron re- 
alzados posteriormente por Elie Wollman y 
François Jacob, trabajando con Jacques 
Monod өп el Instituto Pasteur de Paris. La 
tinción entra Hir y F- fue realizada por Le- 
derberg, quien también demostró que F” se 
comportaba de un modo infectivo. Leder. 
berg acuñó el término pldsmido өп la déca- 
да de los 50 para describir estos elementos 
genéticos, aparentemente axtracromosómi- 
cos, aunque no encontró amplio uso hasta 
los años 70 cuando la resistencia a los ant 
bióticos comenzó a sar un importante pro- 
bierna médico. 

La traneducción bacteriana fue descu- 
Tlerta por el científico americano Norton 


Zinder cuando era un estudiante y trabaj 
ba соп Lederberg en la Universidad de Wis- 
consin sobre la recombinación genética en 
Salmonella typhimurium. El motivo original 
де tal trabajo ora demostrar que la conju- 
¡ación también ocurría en organismos dis- 
tintos a Е, сой, y las técnicas Inclulan 
ıaislamlento de mutantes y cuantificación de 
la recombinación por observación de creci 

miento de colonias sobre medio mínimo, 
Sin embargo, aunque se obtuvo evidencia 
де recombinación, pudo demostrarse que 
по se requería el contacto cólula a célula 

Реве а que esto sugería un tipo de trans- 
formación, el proceso no fue afectado por 
DNasa, y el agente de la transferencia de 
genes se comportaba como un bacteria. 

90. El agente de la transferencia de genes 
podía punficarse por los mismos procedi 

mientos usados para purificar partículas vi 

nicas, y la tranaducción sólo оситіа con 
células receptoras que tuvieran sitios re- 

ceptores para el virus өп cuestión, Además, 
la actividad tranaductora podía вітіпаге 
por tratamiento con sustancias capaces de 
absorber el virus, tal como células sønsibi- 

izadas о anticuerpos. Por tanto, an todos 
los casos, la actividad transductora y la ас 

vidad vírica se comportaban de manera s- 
milar, Zinder y Lederberg acuñaron al 
término transciucción para designar cual 

quier proceso de recombinación genética 
que fuera sólo Iragmentaria y no lenpllcara 
necesariamente contacto celular, praten- 
diendo abarcar de oste modo procesos que 
Incluian ОМА libre (transformación) о lagos, 

pero posteriormente la palabra transduc- 
ción ве ha aplicado exclusivamente а la 
transferencia genética mediada por virus, i 


dedor de 0,00001 pg/ml (1 x 1073 pg/ml), que es tan baja 
que resulta químicamente indetectable. 

Resulta interesante que en Haemophilus influenzae se re- 
quiere que el fragmento de DNA tenga una secuencia par- 
@сшаг de 11 pares de bases para que ocurra la fijación 
irreversible y la incorporación subsiguiente. Esta secuencia 
зе encuentra con una frecuencia llamativamente alta en el 
cromosoma de Haemophilus. Este tipo de evidencia, y el he- 
Фо de que al menos algunas bacterias se hacen competen- 
lesen su medio natural, sugiere que la transformación no es 
un artefacto de laboratorio, sino que desempeña un papel 
importante en la transferencia genética en la naturaleza. 


Integración del DNA transformante 

El DNA transformante se une a la superficie celular por una 
proteína de unión al DNA, tras lo cual el fragmento bica- 
tenario completo resulta captado por la célula o bien una 
nucleasa degrada una cadena y la otra es incorporada (Fi- 
gura 10.13). Tras la incorporación, el DNA se asocia con una 
proteína específica de la competencia que permanece uni- 
da al DNA, posiblemente para protegerlo de ataques por 
nucleasas, hasta que alcanza el cromosoma, donde es sus- 
tituida por la proteína RecA. El DNA se integra luego en el 
genoma del receptor por procesos de recombinación (Fi- 
gura 10.13; vénse también Figura 10.9). Durante la replica- 


ДИХИ E cromosoma procanótico visto mediante micros" 
сора electrónica, El cromosoma circular procedo del hipertermêfilo 
Sulfolobus, un miembro de Archaea (увазе Sección 13.0). Véase tam- 
bién Figura 10.16. 


ción de este DNA heterodúplex, se forma una molécula de 
DNA parental y una molécula de DNA recombinante, Tras 
la segregación por división celular, la última está presente 
enla célula transformada, que está genéticamente alterada 
en comparación con el tipo parental. Esta discusión atañe 
sólo a pequeños fragmentos de DNA lineal. Muchas Bacte- 
ría naturalmente transformables se transforman sólo po- 
bremente por DNA plasmídico, porque el plásmido debe 
permanecer bicatenario y circular para poder replicarse. 


Transtección 

Las bacterias se pueden transfornar con DNA extraído de 
un virus bacteriano en vez de a partir de una bacteria, un 
proceso conocido como transfección. Si el DNA es de un 
bacteriófago lítico, la transfección se puede medir con el 
ensayo estándar en placa para fagos (véase Sección 9.4). La 
transfección se ha convertido en una herramienta útil para 
estudiar el mecanismo de la transformación y la recom- 
binación, ya que el pequeño tamaño del genoma del fago 
permite el aislamiento de poblaciones de moléculas de 
DNA casi homogéneas. Por el contrario, en la transforma- 
ción convencional, el DNA transformante es generalmente 
un conjunto aleatorio de piezas de DNA cromosómico de 
diferentes longitudes, y esto tiende a complicar los experi- 
metos diseñados para estudiar el mecanismo de la trans- 
formación 


Mecanismo de transferencia del DNA por transfor. 
mación en una bacteria Gram positiva. (а) Fijación del DNA por una. 
proteina de unión del DNA ligada a la membrana. (b) Paso de una де 
las dos cadenas a la célula mientras la actividad nucleasa degrada la 
otra cadena. (с) La cadena sencilla dentro de la cálula se Une a prote- 
inas especificas, y tiene lugar la recombinación ton regiones homêlo- 
gas del cromosoma bacteriano mediada por la proteína RecA. (d) Сёма. 
transformada. 
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Competencia inducida artificialmente 
La transformación natural de alta eficacia ocurre sólo en al- 
gunas bacterias: Acinetobacter, Azotobacter, Bacillus, Strepto- 
occus, Haemophilus, Neisseria y Thermus, por ejemplo, зе 
transforman fácilmente. Muchos procariotas se transforman 
muy pobremente о nada en absoluto bajo condiciones natu- 
rales. La determinación de cómo inducir competencia en ta- 
les bacterias puede suponer un enorme esfuerzo empírico, 
соп variaciones en el medio de cultivo, temperatura y otros 
factores, Sin embargo, para transferir DNA a las células en ex- 
perimentos de ingeniería genética (véase más adelante en el 
presente capitulo y ойле también Capítulo 31), fue necesario 
encontrar un método para hacer competente a Escherichia 
toli, un organismo Gram negativo. Se ha encontrado que 
¿cuando a £. coli se trata con altas concentraciones de iones de 
calcio y luego se mantiene en frio, se convierte en transfor- 
ımable con baja eficiencia. E. oli tratada de esta manera toma 
DNA bicotenario, y así la transformación por DNA plas- 
midico es relativamente eficiente. No se sabe por qué el 
tratamiento con calcio funciona de esta manera, pero este 
procedimiento también funciona con otras Bacteria Gram ne- 
tivas. Sin embargo, este tipo de métodos de inducción 
artificial está siendo suplantado por un nuevo método de- 
"nominado alectroporación. 


Transferencia de DNA por 

La electroporación es una técnica en la que las células se ex- 
ponen a campos eléctricos pulsados para abrir pequeños po- 
тов en sus membranas, Cuando existen moléculas de ОМА 
fuera de las células durante un pulso eléctrico, pueden en- 
trar en las células a través de estos poros. La electroporación 
requiere un suministro de potencia sofisticado, ya que los 
pulsos deben ser controlados cuidadosamente y duran sólo 
milisegundos. Esta técnica se ha usado para introducir DNA 
en un gran número de especies diferentes, tanto de Archaea 
«omo de Bacteria, y también en muchas células eucarióticas. 
“Además, la electroporación permite al experimentados trans- 
ferir un plasmido de una célula a otra sí ambos están 
presentes durante la electroporación. Por tanto, la elec 

troporación permite tanto la salida como la entrada en la 
célula de pequeñas moléculas de DNA. Este tipo de strans- 
formación» elimina las etapas requeridas para aislar el plás- 
mido dela primera cepa antes de introducirlo en'lá segunda. 


Y Revisión de conceptos 


Certs procariotas exhiben competencia, un estado en el que 
las células son capaces de tomar DNA liberado рог otras bacto- 
тә». Este proceso se llama transformación. Relativamente po- 
tas especies de procariotas pueden ser transformadas de modo 
байга! Sin embargo, se han desarrollado ciertos procedimientos 
de laboratorio que hacen posible introducir DNA en organis- 
mos no relacionados. La electroporación implica la modifica- 
ción de la membrana citoplasmática mediante tratamiento con 
“un campo eléctrico para facilitar la toma de DNA. 


+ Lacétula danadota bacteriana en la transformación está pro- 
bablemente muerta. Explique por qué 

/ Incluso en células naturalmente transformables la compe- 
tencia es normalmente inducible. ¿Qué significa esto? 


Transducción 


En la transducción, el DNA se transfiere de una célula a 
ога mediante un virus. La transferencia genética de genes 
del huésped por virus puede ocurrir de dos maneras. En la 
primera, llamada transducción generalizada, el DNA del 
huésped, que puede proceder de cualquier parte del geno- 
та, pasa a formar parte del DNA de la partícula madura del 
virus en lugar del genoma del virus. La segunda, llamada 
transducción especializada, ocurre sólo en algunos virus 
atemperados; el DNA de una región específica del cromo- 
soma bacteriano se integra directamente en el genoma del 
virus, generalmente reemplazando algunos de los genes 
del virus. Tanto en la transducción especializada como en 
la generalizada, la partícula viral es generalmente defecti- 
та, ya que algunos genes virales han sido reemplazados por 
genes bacterianos. 

En la transducción generalizada, si las genes del do- 
nador no sufren recombinación homóloga con el cromo- 
soma de la bacteria receptora se perderán. No pueden 
replicarse independientemente y no son parte de un ge- 
noma viral. En la transducción especializada también pue- 
de ocurrir recombinación homóloga. Sin embargo, puesto 
que el DNA de la bacteria donadora es ahora parte del ge- 
пота de un fago temperado, hay dos posibilidades: (1) el 
DNA puede integrarse en el cromosoma del huésped du- 
rante la lisogenización (vénse Sección 9.10) y (2) el DNA 
puede replicarse en el receptor como parte de una infec- 
ción lítica 

La transducción ocurre en una variedad de especies de 
Bacteria: Desulfovibrio, Escherichia, Pseudomonas, Rhodococ 
cus, Rhodobacter, Salmonella, Staphylococcus y Xanthobacter, 
así como en la Archaea Methanothermobacter thermoautotro 
phicus. No todos los fagos pueden transducir, y no todas las 
bacterias son transducibles; pero el fenómeno está lo sufi- 
cientemente extendido para suponer que desempeña un 
importante papel en la transferencia genética en la natu- 
raleza. 


Transducción generalizada 
En la transducción generalizada se puede transferir prác- 
ticamente cualquier marcador genético desde el donador 
al receptor. La transducción generalizada fue descubierta 
y estudiada en la bacteria Salmonella enterica con el fago 
P22 y ha sido también estudiada con el fago P1 en Escherí- 
chia coli. Un ejemplo de cómo se pueden formar las parti- 
culas transductantes se ofrece en la Figura 10.14, Cuando la 
población de bacterias sensibles se infecta con un fago, pue- 
den iniciarse las etapas del ciclo lítico del баро, Durante 
una infección lítica, las enzimas responsables del empi 
quetamiento del DNA vírico en el bacteriófago, а veces in- 
troducen DNA del hospedador de forma accidental, La 
particula resultante es una particula transductom. Cuando la 
célula se lisa, estas partículas se liberan junto con los vi- 
riones normales, de manera que el lisado contiene una 
mezcla de viriones y partículas transductantes. Puesto que 
las partículas transductantes no pueden iniciar una infec- 
ción viral normal (no contienen DNA vírico), se les Пата 
defectivas. Cuando este lisado se usa para infectar una po- 
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blación de células receptivas, la mayoría de las células re- 
sultan infectadas por un virus normal. Sin embargo, una 
pequeña proporción de la población recibe partículas trans- 
ductantes que inyectan el DNA que recibieron de la ante- 
rior bacteria hospedadora. Aunque este DNA no puede 
replicarse, puede sufrir recombinación genética con el 
DNA del nuevo hospedador. Puesto que sólo una peque- 
ña proporción de las partículas del lisado son del tipo 
transductor defectivo, y cada uno contiene sólo un peque- 
ño fragmento de DNA donador, la probabilidad de que 
una partícula transductora contenga un determinado gen 
ез muy baja, y normalmente alrededor de una célula de 
сада 10°- 10 resulta transducida con un marcador genéti- 
co dado, 

Los fagos capaces de formar partículas transductantes 
pueden ser atemperados o virulentos, y los principales re- 
quisitos son que posean un mecanismo de empaqueta- 
miento del DNA que permita el reconocimiento accidental 
del DNA del hospedador y que el empaquetamiento ocu- 
rra antes de que el genoma del hospedador sea completa- 
mente degradado. La detección de la transducción es más 
segura cuando la multiplicidad de infección del fago con 


respecto al hospedador es baja, de manera que una célula 
huésped es infectada por sólo una partícula fágica; a alta 
multiplicidad de infección, los viriones del lisado pueden 
matar las células. 


Transducción especializada 
La transducción especializada permite la transferencia de 
DNA de una bacteria a otra con una frecuencia baja. Sin 
embargo, la transducción especializada permite una trans- 
ferencia muy eficiente y, además, que una pequeña región 
del cromosoma bacteriano se replique independientemen- 
te del resto. El ejemplo que emplearemos para comentar la 
transducción especializada fue el primero que se descubrió 
y representa la transducción de los genes de la galactosa 
por el fago lambda de Escherichia coli. 

Como se ha comentado (véase Sección 9.10), cuando una 
célula resulta por lambda, el genoma del fago 
se integra en el ОМА del hospedador en un sitio específico. 
La región en la que se integra lambda está adyacente al gru- 
po de genes del que controla la utilización de 
la galactosa (véase Figura 9.21). Una vez el DNA de lamb- 
da se inserta en ese sitio en el hospedador, la replicación 
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del DNA vîrico queda bajo el control del hospedador. Me- 
diante inducción (por ejemplo, рог ın ultravioleta), 
el DNA viral se separa del DNA del huésped por un pro- 
ceso inverso al de integración (Figura 10.15). De ordinario, 
cuando la célula lisogénica es inducida, el DNA de lambda 
se escinde como una unidad. Sin embargo, bajo ciertas con- 
diciones raras, el genoma del fago puede escindirse de for- 
та incorrecta. Alguno de los genes bacterianos adyacentes 
(por ejemplo, el operón galactosa) se escinde junto con el 
DNA del fago. Al mismo tiempo, al fágicos se 
quedan allí. Un tipo de partícula fágica alterada, llamada 
lambda dgal o 2 dgal (dgal significa «defectivo, galactosa»), 
es defectiva a causa de los genes fágicos perdidos у no for- 
ma virus maduros. Sin embargo, un fago auxiliar, puede 
suministrar las funciones que faltan en las partículas de- 
fectivas. Este fago «auxiliar» es idéntico al lambda original. 
Así, el lisado del cultivo obtenido contiene algunas parti- 
culas д dgal mezcladas con gran número de viriones de 
lambda normales, 

Cuando un cultivo bacteriano galactosa-negativo se in- 
fecta con este lisado y se seleccionan transformantes gal 
muchos son doblemente lisogénicos y llevan tanto lamb- 
Ча como 2 dgal. (Nótese que la bacteria es diploide para la 
región gal. Esto es importante para la realización de los 
test de complementación en bacterias; véase Sección 10.10.) 
Cuando se induce uno de estos lisógenos, se produce un 
вайо que contiene aproximadamente el mismo número 
de lambda que de 2 dgal. Tal lisado puede transducir con 
alta eficiencia, aunque sólo un grupo restringido de ge- 
пез gal. 

Para que el fago sea viable, existe un límite máximo en 
la cantidad de ОМА del fago que puede ser reemplazado 
por DNA del hospedador, ya que se debe conservar sufi- 
ciente DNA del fago para suministrar información para 
la producción de las proteínas de la cubierta del fago, así 
сото para otras proteínas necesarias para la lisis y la li- 
sogenización. Sin embargo, si se usa un fago auxiliar jun- 
toal defectivo en una infección mixta, entonces se necesita 
Íncluso menos información en el fago defectivo para la 
transducción. En estas condiciones, la producción de una 
partícula transductante sólo necesita la región att (del 
inglés, attachment), el sitio cos (extremos cohesivos, para 
ul empaquetamiento), y el origen de replicación (véanse 
el mapa genético de lambda en la Figura 9.18 y la Sec- 
ción 9.10). 

Una diferencia importante entre transducción generali- 
zada y especializada radica en la forma en que se puede 
formar el lisado transductor. En la transducción especiali 
zada debe ocurrir por inducción de un lisógeno, mientras 
que en la transducción generalizada puede ocurrir de este 
modo o por infección de una bacteria no lisogénica, con 
posterior replicación del fago y lisis de la célula. 

Aunque hemos comentado la transducción especializa- 
da utilizando el sistema lambda-gal, el fago lambda y su 
ine! fago 480, seen utilizado con frecuencia para 

fagos de transducción especializada que cubren mu- 
chas regiones específicas del genoma de E. coli. Además, 
mediante técnicas de ingeniería genética, se pueden cons- 
truir fagos lambda que contengan genes de cualquier or- 
ganismo (véase Sección 10.16). 


capaces de 
transducir genes. 
de la galactosa 
| оог 10.15 apas ticas y producción de partículas transduc- 
toras de genes de galactosa en una célula de Escherichia coli come- 
mando lambda como protago 
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La transducción especializada en Bacteria es similar a 
la situación comentada con los retrovirus (nase Sección 
9.12) donde ciertos genes del hospedador pueden ser 
incorporados en el genoma retroviral y transmitidos 
(frecuentemente en una forma modificada) a hospedadores 
posteriores. Estos genes se han detectado en los retrovirus 
debido a que son oncogenes, implicados en el desarrollo de 


un cáncer, 


Conversión fágica 

La conversión fágica es un fenómeno en ciertos aspectos 
análogo a la transducción especializada, Cuando un fago 
temperado normal (esto es, uno no defectivo) lisogeniza una 
célula y su DNA pasa al estado de profago, la bacteria liso- 
génica es inmune а una nueva infección por un fago del mis- 
тпо бро, Esta adquisición de inmunidad se puede considerar 
сото un cambio de fenotipo. En ciertos casos, se pueden 
detectar otras alteraciones en la célula lisogenizada, que pa- 
recen no estar relacionadas con el sistema de inmunidad fá- 
gica. Tal cambio, provocado por la lisogenización con un 
fago temperado normal se llama conversión fágica. 

Hay dos casos de conversión fágica que han sido estu- 
diados muy especialmente. Uno implica un cambio en la 
estructura de un polisacárido de la superficie celular de Sal- 
monella anatum tras lisogenización con el fago е. El se- 
gundo implica la conversión de cepas no productoras de 
toxinas de Corynebacterium diphteriae (el agente causal de la 
difteria) en cepas productoras de toxina (patógenas) por li- 
sogenización con el fago | (véase Sección 26.3). En estas si- 
tuaciones, la información para la producción de estas 
nuevas sustancias forma, aparentemente, parte integral del 
genoma del fago y se transfiere exclusivamente por infec- 
ción del fago y lisogenización, 

La lisogenia tiene, probablemente, un fuerte valor selec- 
tivo para la célula hospedadora, ya que confiere resistencia 
ala infección por virus del mismo tipo. La conversión fági- 
са parece tener también una considerable significación evo- 
lutiva, ya que provoca una alteración genética eficiente en las 
células hos Muchas bacterias aisladas de la natu- 
raleza son lisogénicas. Parece, pues, razonable concluir que 
la lisoggenia es el estado normal y, a menudo, puede ser esen- 
cial para la supervivencia del hospedador en la naturaleza. 


/_10.7 Revisión de conceptos 


La transducción implica transferencia de genes del hospedador 
Че una bacteria a otra por un virus. En la transducción genera- 
lizada, partículas virales defectivas incorporan al azar frag- 
mentos de DNA celular; prácticamente cualquier gen del 
donador puede ser transferido, pero la eficacia es baja. En Ja 
transducción especializada, el DNA de un virus atemperado se 
escinde incorrectamente y se lleva con @ genes adyacentes del 
hospedador; sólo se transducen genes cercanos al punto de in- 
tegración, pero la eficiencia puede ser alta. 


Y ¿Cuál esla diferencia más importante entre la transducción 
generalizada y la transformación? 

Y Enla transducción especializada, el DNA donador puede 
xeplicarse dentro de la célula receptora sin que tenga lugar 
la recombinación homóloga, pero esto no es así en la trans- 
ducción generalizada. Explique por qué. 


ےک 


Antes de considerar el tercer método de transferencia ge- 
nética, la conjugación, debemos comentar los plásmidos. Los 
plásmidos son generalmente elementos que se replicar in- 
dependientemente del cromosoma del hospedador (véase 
Sección 74). 

A diferencia de los virus, los plásmidos no tienen una 
forma extracelular y existen dentro de las células como асі- 
dos nucleicos. Sin embargo, la distinción entre virus y plás- 
midos es a veces difícil. Como hemos comentado, la forma 
Че profago de algunos virus atemperados, tal como el bac- 
teriófago P1, se replica independientemente del cromosoma 
del hospedador de manera análoga a la replicación de un 
plásmido (ойле Sección 9.10). 

Ya destacamos antes (véase Sección 7.4) que es posible 
diferenciar entre un plásmido y un cromosoma en proca- 
riotas, porque los plámidos no llevan genes que sean re- 
queridos рог el hospedador en todas las condiciones, Esto 
puede ser difícil de probar, y, por tanto, a veces puede ser 
difícil distinguir en procariotas entre cromosomas y plás- 
midos muy grandes. 

A pesar de estas dificultades, se conocen miles de tipos 
de plásmidos diferentes, De hecho, sólo en cepas de Esche- 
richía coli se han aislado más de 300 plásmidos naturales, 
En esta sección discutiremos las propiedades de algunos 
de ellos. 


Naturaleza física de los plásmidos 
Casi todos los plásmidos conocidos son DNA bicatenario. 
La mayoría de los plásmidos son circulares, pero también 
se conocen muchos plásmidos lineales. El tamaño de los 
plásmidos que existen en la naturaleza varía de 1 а más de 
1000 kilopares de bases, El plásmido típico es una molécu- 
la de DNA bicatenario y circular, cuyo tamaño es menor 
que la veinteava parte del tamaño de un cromosoma (Fi- 
gura 10.16). La mayor parte del DNA plasmídico aislado 
de las células está en una configuración superenrollada, 
que es más compacta, dentro de la célula (шке Figura 7.10). 
En general, el aislamiento de ОМА plasmídico puede 
realizarse teniendo en cuenta las propiedades físicas de 
las moléculas de DNA superenrollado, Aunque los cro- 
mosomas están también superenrollados en la célula, el 
aislamiento de DNA cromosómico casi siempre conlleva 
la rotura de las cadenas y la pérdida consiguiente del 
superenrollamiento. La separación puede pues hacerse 
por una variedad de técnicas, incluyendo la ultracentri- 
fugación y la electroforesis en geles de agarosa (véase Sec- 
ción 10.12). 


Replicación de los plásmidos 

La mayoría de las enzimas implicadas en la replicación de 
los plásmidos son enzimas celulares, de modo que los genes 
del plásmido que controlan su propia replicación se limitan 
principalmente a controlar temporalmente el proceso de ini- 
ciación y el reparto de los plásmidos replicados entre las cé- 
lulas hijas. También, los diferentes plásmidos están presentes 
en las células en un número particular de moléculas plas- 
midicas por célula; esto se denomina múnero de copias, Al- 
gunos plásmidos están presentes en la célula en 1-3 copias, 
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mientras otros pueden estar presentes en más de 100 copias. 
El número de copias está controlado por genes del plásmi- 
Чо y por interacciones entre el hospedador y el plásmido, 

La mayor parte de los plásmidos de las bacterias Gram 
negativas se replican de modo similar al descrito para el 
cromosoma (ése Sección 7.6). Esto implica iniciación y re- 
plicación en un origen y replicación bidireccional alrede- 
dor del circulo, originando un intermediario theta. Sin 
embargo, algunos plásmidos tienen una replicación unid 
reccional. Dado el pequeña tamaño del plásmido en com- 
paración con el del cromosoma, el proceso completo de 
replicación ocurre muy rápido, quizá en la décima parte 
del ciclo de división celular. 

La mayoría de los plásmidos de Bacteria Gram positivas 
se replican por el mecanismo del círculo rodante similar al 
usado por el fago Х174 (vámse Sección 16.2 y Figura 16.4). 
Este mecanismo origina un intermediario monocatenario, 
y por ello estos plásmidos se designan a veces como plás- 
nidos con DNA monocatenario. La mayoría de los plásmidos 
lineales conocidos se replican mediante un mecanismo que 
incluye la unión de una proteína al extremo 5' de cada са- 
dena que se usa para iniciar la síntesis de DNA (canse Fi- 
puras 7.24 y 1622), 

Algunas células bacterianas individuales también con- 
tienen varios tipos diferentes de plásmidos; por ejemplo, 
Borrelia burgdorferi (el agente etiológico de la enfermedad de 


Lyme, véase Sección 27.4) contiene 17 plásmidos diferentes 
circulares y lineales. La capacidad de dos tipos diferentes 
de plásmidos para replicarse en la misma célula está con- 
trolada por genes plasmídicos implicados en el control de la 
replicación del DNA. Una observación bastante común es 
que, cuando un plásmido se transfiere a una célula que 
Contiene otro plásmido, el segundo plásmido no puede man- 
tenerse y se pierde durante la replicación celular subsi 
guiente. Se dice que los dos plásmidos son incompatibles. 
Se ha reconocido la existencia de un cierto número de gru- 
pos de incompatibilidad (Inc), соп los plásmidos de un gru- 
po excluyéndose entre sí, pero siendo capaces de coexistir 
соп los plásmidos de otros grupos. Los plásmidos de un gru- 
po de incompatibilidad comparten un mecanismo común 
рага regular su replicación, y, por tanto, están relacionados 
entre sî. En consecuencia, aunque una célula bacteriana pue- 
de contener diferentes tipos de plásmidos, no están estre- 
chamente relacionados porque deben ser compatibles. 

Algunos plásmidos, llamados epísomas, tienen la capa- 
cidad de integrarse en el cromosoma, y bajo tales condi- 
ciones su replicación está bajo el control del cromosoma. 
Esta situación es notablemente semejante a la de varios vi- 
тиз cuyos genomas se incorporan en el genoma del hospe- 
dador (por ejemplo, véanse Secciones 9.10, 16.5, 16.10 y 
16.14), Los plásmidos que tienen esta capacidad de inte 
grarse se llaman episomas, A veces, los plásmidos se pue- 
den eliminar de las células hospedadoras por diversos 
tratamientos. Este proceso, denominado curación, parece 
ser el resultado de inhibir la replicación del plásmido sin 
inhibir paralelamente a la replicación del cromosoma y, por 
tanto, de la dilución del plásmido como consecuencia de la 
división celular, La curación puede ocurrir espontánea- 
mente pero se incrementa considerablemente con el uso de 
colorantes de acridina que se insertan en el DNA, о de otros 
tratamientos que parecen interferir más con la replicación 
del plásmido que con la del cromosoma. La electropora- 
ción puede utilizarse también para curar de plásmidos una 
célula (обаве Sección 10.6). 

Muchas de estas características están ejemplificadas en 
un plásmido muy bien caracterizado llamado el plásmido F. 
El plásmido F es una molécula de DNA circular de 99.159 
pares de bases. Las células que lo contienen pueden ser fá- 
cilmente curadas con naranja de acridina, La Figura 1017 
muestra un mapa genético del plásmido F. Una región del 
plásmido contiene genes implicados en regular la replica- 
ción del DNA. También contiene varios elementos trans- 
ponibles (vase Sección 10.11) implicados en su capacidad 
para funcionar como un episoma. Por último, tiene una e 
tensa región de DNA, la región fra, que contiene genes que 
permiten su transferencia de una célula a otra, 


Transferencia de plásmidos de célula a célula 

Puesto que una de las características definitorias de un plás- 
mido es que carece de una forma extracelular distintiva, 
uno podría suponer que la transmisión de los plásmidos 
está exclusivamente confinada a las células hijas durante 
la división celular. Puesto que algunas células ргосагі 
саз pueden tomar DNA libre del ambiente (véase Sección 
10.6), es posible que la lisis del hospedador, como quiera 
que ocurra, pueda poner el plásmido en contacto соп un 


288 = Capítulo 10 = GENÉTICA BACTERIANA 


IMA Mapa genético del piásmido F (ertlidad) de Esche- 
пета coli. Los números en el Interior indican ө tamaño del pitamido en 
#орәгев de bases (e tamaño exacto es 99.150 bp). La región mostrada 
өп verde oscuro өп la parte inferior del mapa contiene ganes respon- 
sables principalmente de la replicación y segregación del plásmido F 
en células que crecen normalmente, La región mostrada өп verde claro, 
la región tra, contiene los genes implicados en la transferencia conju- 
gativa. La secuencia ол7 es el origen de la transferencia durante la 
conjugación, La flecha indica la dirección de la transterencia ба región. 
tra so \тапайегуа өп último lugar). Las regiones de F mostradas en ama- 
rila son elementos transponibles por donde puede ocurrir іа integra- 
ción өп elementos idénticos del cromosoma bacteriano dando lugar a 
la formación de diferentes cepas Ні (dase Sección 10.10). 


nuevo hospedador. Sin embargo, este proceso ocurre de 
manera natural en unas pocas especies bacterianas y no es 
probable que represente una transferencia de plásmidos 
significativa de una célula a otra. El principal mecanismo de 
transmisión de célula а célula es la conjugación, que es una 
función codificada por algunos plásmidos, La conjugación 
ез un proceso replicativo y ambas células terminan con co- 
pias del plásmido (Figura 10.18). 

Los plásmidos que gobiernan su propía transferencia de 
una célula a otra por contacto se llaman conjugativos, pero 


о Ф Ф 


по todos los plásmidos son conjugativos. La transmisibili- 
dad por conjugación está controlada por un conjunto se ge- 
nes dentro del plásmido que constituye la región tra. La 
tra contiene genes que codifican que fun- 
cionan en la transferencia del DNA y en su replicación, y 
otras que funcionan en la formación de parejas conjugati- 
vas. La presencia de una región tra en un plásmido puede te- 
пег otra importante consecuencia si el plásmido se integra 
еп el cromosoma, En este caso, el plásmido puede movilizar 
la transferencia del DNA cromosómico de una célula a otra. 
Las cepas de bacterias que transfieren grandes cantidades de 
ОМА cromosomal durante la conjugación se llaman Hfr, alta 
frecuencia de recombinación (del inglés, High frequency of 
recombination). El uso de la conjugación para transferir genes 
Че! huésped se comentará en la siguiente sección. 
Algunos plásmidos conjugativos de Pseudomonas tienen 
ип amplio rango de hospedadores, es decir, son transferi- 
bles a una amplia variedad de otras Gram negativas del do- 
minio Bacteria. Algunos plásmidos conjugativos pueden 
transferir información genética entre organismos muy dis- 
tantes filogenéticamente. Así, dentro de Bacteria, se ha de- 
mostrado transferencia entre bacterias Gram negativas у 
Gram positivas, entre Bacteria y células de plantas, y entre 
Bacteria y hongos. Incluso si el plásmido no puede repli- 
carse en el nuevo hospedador, la transferencia misma del 
DNA puede tener importantes consecuencias evolutivas, 
asî como estar relacionada con procesos patogénicos, si se 
puede recombinar con el genoma del nuevo hospedador, 


Tipos de plásmidos y su significación biológica 
Todos los plásmidos deben llevar genes que aseguren su pro- 
pia replicación. Sin embargo, en el caso de muchos plásmi- 
dos conocemos muy poco de la naturaleza de los otros genes 

зе llevan. Éstos son los llamados plásmidos críptics y fueron 
descubiertos por métodos fisicos (por ejemplo, al ezaminat 
un extracto celular mediante electroforesis en gel). Como 
hemos its белеси рк тьма avan pensa pe 
sarios para la conjugación, y pueden detectarse biológica- 
mente por las propias funciones de transferencia o por la 
sensibilidad a ciertos virus (véase Sección 16.1). Aunque los 
plásmidos по llevan genes que sean esenciales para el hués- 
рей bajo todas las condiciones, la presencia de plásmidos en 
una célula puede tener una profunda influencia en el feno- 
tipo celular. En algunos casos, el plásmido codifica propie- 
dades que pueden ser fundamentales para la bacteria en 
cuestión; por ejemplo, la capacidad de Rhizobium para inter- 
actuar con plantas (véase Sección 19.22). Algunos plásmidos 


CESA ра 


10.8 в PLÁSMIDOS = 289 


de Pseudomonas transfieren la información genética para ru- 
tas bioquímicas que degradan compuestos orgánicos poco 
comunes tales como alcanfor, octano y naftaleno. 

Los plásmidos pueden llevar una amplía variedad de 
genes. La única limitación es que los genes que transportan 
по interfieran con su propia replicación о con la supervi- 
vencia del hospedador. Como los plásmidos pueden ser 
grandes y llevar muchos genes diferentes, su clasificación 
dentro de una categoría fenotípica sencilla no es siempre 
fácil. Como veremos, un único plásmido puede conferir 
muchos fenotipos diferentes a su célula hospedadora. En 
la Tabla 10.3, se presentan algunos de los fenotipos que los 
plásmidos pueden conferir a los procariotas. Parece proba- 
ble que prácticamente todos los grupos procarióticos pose- 
an plásmidos. En lo que resta de esta sección comentaremos 
algunos de los muchos fenotipos que los plásmidos pue- 
den conferir а las células. 


Plásmidos de resistencia 

Los plásmidos de resistencia (plásmidos К) constituyen uno de 
los grupos mejor estudiados de plásmidos. Confieren re- 
sistencia а los antibióticos y a otros inhibidores del creci- 
miento. Fueron descubiertos en Japón, en cepas bacterianas 
úentéricas que habían adquirido resistencia a varios anti- 
bióticos (resistencia múltiple) y desde entonces se han en- 
contrado en otras partes del mundo. La aparición de 
bacterias resistentes a varios antibióticos tiene una consi- 
derable importanca médica y se correlaciona con el amplio 
uso de antibióticos en el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas. Poco después de дие se aislaran estas cepas re- 
sistentes, se comprobó que podían transmitir la resistencia 


Producción de antibióticos 
Conjugación 


Funciones fisiológicas 
Degradación de octano, alcanfor y naftaleno 
Degradación Че herbicidas 
Formación de acetona y butanol (wase Sección 3011) 
Utilización en lactosa, sacarosa o urea y fijación de nitrógeno 
'Nodulación y fijación simbiótica del nitrógeno. 

(паве Sección 19.22) 
Producción de pigmentos. 


Resistencia 

Resistencia a antibióticos (véase Sección 20.12) 

Resistencia a cadmio, cobalto, mercurio, níquel 
y/o zine (tase Sección 19.16) 

Resistencia a bacteriocinas (y producción) 


Virulencia 

Invasión de la célula hospedadora 

Coagulasa, hemolisina y enterotoxina (véanse Secciones 21 9 y 21.11) 
Enterotoxina y antígeno К (sns Seccioness 12-11 y 21.11) 
“umorgenicidad en plantas (cinse Sección 1921) 


* Sólo sedan algunos delos muchos fenotipos ascciados con plisadas 


acepas sensitivas mediante contacto célula a célula. La na- 
turaleza infecciosa de los plásmidos К conjugativos permi- 
te una rápida diseminación de estas características por las 
Poblaciones bacterianas. 

Los plásmidos R pueden llevar una gran variedad de 
genes de resistencia a antibióticos. En general, estos genes 
codifican proteínas que inactivan el antibiótico o afectan а 
su transporte hacia el interior de la célula. El plásmido R100, 
por ejemplo, es un plásmido de 94,3 kilopares de bases 
(Figura 10.19) que lleva genes de resistencia a sulfamidas, 
estreptomicina y espectinomicina, ácido fusídico, cloranfe- 
nicol y tetraciclina. R100 también lleva genes que confieren 
resistencia al mercurio (véase Sección 19.17). R100 puede 
transferirse entre bacterias entéricas de los géneros Esche- 
richia, Klebsiella, Proteus, Salmonella y Shigella, pero no se 
transfiere a la bacteria no entérica Pseudomonas, También se 
conocen plásmidos R con genes de resistencia a la mayoría 
delos antibióticos. Muchos de los elementos de resistencia 
a drogas que se encuentran en plásmidos como el R100 son 
elementos transponibles (vénse Sección 10.11), lo que unido 
al hecho de que estos plásmidos son conjugativos, los con- 
vierte en una amenaza para las terapias antibióticas tra 
cionales. 


Toxinas y otros determinantes de virulencia 

En el Capitulo 21, se expusieron las características fisiológi- 
cas y genéticas que capacitan a los microorganismos a colo- 
nizar hospedadores y poner en marcha infecciones que 
pueden causar daños. En el presente contexto, destacaremos 
meramente las dos características más importantes que de- 
terminan la virulencia: (1) la capacidad de los microorga- 


Streptomyces 
Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium, Staphylococcus, іт росе, 
Sulfolobus y Vibri» 


Pseudomonas 
Alcaligenes 
Clostridium 
Bacterias entéricas 
Rhizobium 


Erwinia. Staphylococcus 


Campylobacter, Bacterias entéricas, Neisseria y Staphylococcus 
Acidocella, Alcaligenes, Listeria, Psemlomonas y Staphylococcus 


Bacillus, Bacterias entéricas, Lactococcus y Propionihacteriun 


Salmonella, Shigella y Yersinia 


Staphylococcus 
Escherichia 


Agrobacterium 


Y Sólo se dan algunos тріо bren caracterizados. Todos los orgartamnos relacionados pertenecen a Вата excepto байц que e un miembro de Адеп. 
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Funciones de 
replicación, 


tra 


Mapa genético del plásmido de resistencia A100. El 
Flrculo Interior muestra el tamaño del plásmido en kilopares de bases. 
El circulo externo muestra la localización de los principales genes de- 
resistencia a antibióticos y otras lunciones importantes: cat, resisten- 
Cia а clorantenicol; ori, origen de transferencia; mer, resistencia al 
mercurio; sul resistencia a а sullonamida; str resistencia а estrapto- 
micina; tra, funciones de transferencia, También se indican las locali- 
zaclones de las secuencias de inserción (S) y del transposón Tn10. En 
1а región comprendida entre los 88 y 92 kilopares de bases зө on- 
cuentran varios genes implicados en la replicación del plásmico, 


nismos para colonizar sitios específicos del huésped; y (2) la 
formación de sustancias (toxinas, enzimas y otras moléculas) 
que causan daño al huésped. En varias bacterias patógenas, 
se ha demostrado que cada uno de estos determinantes de 
virulencia residen en plásmidos. Por ejemplo, las cepas en- 
teropatogénicas de Escherichia coli se caracterizan por su ca- 
pacidad para colonizar el intestino delgado у producir una 
toxina que causa los síntomas de la diarrea. La colonización 
requiere la presencia de una proteína de su llamada 
factor antigénico de colonización (CFA), codificado por un 
plásmido, que confiere a las células la capacidad para unir- 
se a las células epiteliales del intestino. En las cepas entero- 
patogénicas de E. coli, se conocen al menos dos toxinas 
codificadas en un plásmido: la hemolisina, que lisa los gló- 
bulos rojos, y la enterotoxina, que induce secreción masiva de 
agua y sales al intestino. La enterotoxina es responsable de 
la inducción de la diarrea, como se comentará en el Capitu- 
lo21. La patogénesis del género Yersinia, el agente causal de 
la plaga (vénse Sección 27.6), requiere la expresión y secre- 
ción de proteínas de la cubierta de Yersinia (Yops) y del anti- 
geno У. Estas proteínas tienen funciones que permiten a la 
bacteria superar las funciones defensivas del hospedador. 
Los genes que codifican y regulan estas proteínas se en- 
cuentran en un plásmido de virulencia. 

Se sabe que algunos factores de virulencia están codi- 
ficados por fagos, mientras que otros están codificados por 


elementos genéticos móviles: transposones y bacteriófagos. Se 
conocen varios ejemplos en los que los genes responsables 
de un tipo particular de infección están presentes en dife- 
rentes elementos genéticos dentro de la misma célula, Por 
ejemplo, los genes que codifican los determinantes de vi- 
rulencia de араша coli productoras de la toxina shi- 
ga están loc еп el cromosoma, en un bacteriófago y 

en un plásmido de virulencia. 


Bacteriocinas 
Muchas bacterias producen agentes que inhiben o matan a 
otras especies estrechamente relacionadas e incluso a cepas 
де a lama especie estos agentes se llaman Басына 
para distinguirlos de los antibióticos, que tienen un espec- 
tro de actividad más amplio. Las bacteriocinas son péptidos 
sintetizados en los ribosomas (aunque varios de ellos re- 
una extensa modificación postraduccional para ad- 
quirir actividad). El gen estructural de la bacteriocina y los 
genes que codifican proteínas implicadas en el procesa» 
miento y transporte de la bacteriocina (y en exhibir inmu- 
nidad a su acción) se encuentran, а menudo, en un plásmido 
оеп un transposón. Las bacteriocinas se designan de acuer» 
до con la especie del organismo que las produce, Ам, E 
cherichia coli produce colícinas, codificadas en plásmidos Col, 
Bacillus subtilis produce subtilisinas, y así sucesivamente, 

Los plásmidos Col de Escherichia coli codifican varias pro- 
teinas. Las colicinas que se liberan de una célula se unen a ne- 
серіогез específicos en la superficie de células susceptibles, 
Los receptores de las colicinas son, por lo general, entidades. 
cuya función normal es transportar alguna sustancia, fre 
cuentemente un factor de crecimiento o micronutriente, a 
través de la membrana externa (la capa de lipopolisacárido) 
de la célula, Las colicinas matan а las células alterando al- 
guna función celular crítica. Muchas colicinas forman cana 
les en la membrana celular que permiten la salida de iones 
potasio y de protones, originando en la célula una pérdida dê 
su capacidad de obtener energía. Sin embargo, la colicina E2. 
ез una endonucleasa que puede cortar el DNA celular, y la 
colicina ЕЗ es una colicina que corta el RNA ribosomal 165 
еп un sitio específico e inactiva los ribosomas, Los plásmidos. 
Col pueden ser conjugativos о no conjugativos. 

Las bacteriocinas o agentes similares de las bacteria 
Gram positivas son bastante diferentes de las colicinas, 
pero, a menudo, están codificadas en plásmidos y algunas. 
tienen incluso valor comercial. Por ejemplo, las bacterias | 
del ácido láctico producen la bacteriocina Nisina A, quein- 
hibe fuertemente el crecimiento de un amplio espectro d€ 
bacterias Gram positivas y se usa como conservante en la. 
industria alimentaria. 


Plásmidos de diseño 
Las técnicas de ingeniería genética, comentadas más ade- 
lante en este capítulo, han hecho posible la construcción en 
el laboratorio de un número ilimitado de nuevos 
dos artificiales. La îı de genes de una а 
variedad de orígenes en plásmidos artificiales ha permit 
do la transferencia de material genético, venciendo рх 
camente cualquier barrera de especie, Resulta pos 
incluso sintetizar genes completamente nuevos e intrad 
“гов en plásmidos. 
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Volvamos ahora de nuevo nuestra atención a los deta- 
йез de la conjugación para observar cómo algunos plásmi- 
dos pueden actuar movilizando el cromosoma bacteriano, 
permitiendo asî а transferencia de genes desde un donador 
а un receptor, 


/_10.8 Revisión de conceptos 


La información genética que llevan los plásmidos no es esen- 
cial para la célula en todas las condiciones, pero puede repre- 
sentar una ventaja selectiva para el crecimiento bajo ciertas 
condiciones. Los ejemplos incluyen la resistencia a los antibió- 
ticos, enzimas para la degradación de compuestos orgánicos, y 
rutas metabólicas especiales. Los plásmidos estrechamente re- 
lacionados no se pueden replicar en la misma célula. Algunos 
plásmidos se transfieren de célula a célula por un mecanismo Ia- 
mado conjugación. 


Y 


¿Qué es más probable, que dos plásmidos incompatibles 
Sean muy similares o muy diferentes? 
vs suelen ser grandes. ¿Por qué? 


Y 


La conjugación bacteriana (apareamiento) es un proceso de 
transferencia genética que requiere contacto célula а célula. 
Сото se comentó previamente (vénse Sección 10.8), la conju- 
gación es un mecanismo que está codificado en un plásmido. 
Ün plásmido conjugativo usa este mecanismo para transferir 
una copia de sí mismo al nuevo hospedador. Sin embargo, 
otros elementos genéticos resultan a veces movilizados durante 
la conjugación, Estos pueden ser otros plásmidos o el cro- 
'mosoma del hospedador, De hecho, la conjugación se descu- 
brió porque el plásmido Е de Escherichia coli (vénse Figu 
1017) puede movilizar el cromosoma del hospedador. Los 
mecanismos de transferencia por conjugación pueden ser di 
ferentes dependiendo del plásmido concreto, pero la mayo- 
ría de los plásmidos de Bacteria Gram negativas parecen 
emplear un mecanismo similar al usado por el plásmido Е. 


Los plásmidos conjugati 


Conjugación y movilización 
del cromosoma 


La conjugación requiere una célula donadora, que con- 
tiene un tipo particular de plásmido conjugativo, y una 
lula receptora que carece de él. Dado que la conjugación se 
descubrió realizando cruces genéticos, las células donado- 
ras se llamaron machos y las receptoras hembras. Los genes 
que controlan la conjugación están situados en la región tra 
del plásmido (vénse Sección 105). Muchos genes de la re- 
gión tra están relacionados con la síntesis de una estructu- 
ra superficial, el pelo sexual (Figura 10.20). Sólo las células 
donadoras tienen estos pelos, lo que explica la razón por la 
que los bacteriófagos RNA que se unen a ellos se llaman 
especificos de machos» (véase Sección 16.1). Plásmidos con- 
jugativos diferentes pueden tener regiones tra diferentes, 
y, en algunos casos, los pelos pueden ser también distintos. 
El plásmido F y otros relacionados codifican pelos F. 

Los pelos permiten el apareamiento específico entre la 
célula donadora y la receptora. En Bacteria Gram negativas, 
se cree que toda conjugación depende del apareamiento 
ocasionado por los pelos sexuales, Estos pelos establecen 
contactos específicos con un receptor de la otra célula у lue- 
Во se retraen, empujando una célula hacia la otra, Luego, los 
Contactos entre las células donadora y receptora se estal 
lizan, probablemente por fusión de las membranas externas, 
y el DNA se transfiere de una célula a otra. 


Mecanismo de la transferencia de DNA 

durante la 

La transferencia de DNA requiere síntesis de DNA, y la evi- 
dencia sugiere que una de las bandas deriva de la célula do- 
nadora y la otra se sintetiza de nuevo en el receptor durante 
el proceso de transferencia. Algunos genes de la región tra 
tán implicados en la transferencia y replicación del DNA, 
las Figuras 9.20 y 164, se presentó un mecanismo de sinte- 
sis de DNA de algunos bacteriófagos llamado replicación 
por circulo rodante. Este modelo es el que mejor explica la 
transferencia de DNA durante la conjugación, y un posible 
mecanismo de este proceso se esquematiza en la Figura 1021 
Todo el proceso parece ponerse en marcha tras el contacto 
ойша a célula, en cuyo momento se rompe una cadena del 


IE E comacto crecio entre dos bacte- 
rias que van a conjugar ве establece primeramente a 
través de un pelo sexual. Las células so juntan luego 
рага efectuar la transferencia del DNA, Esto tiene lugar 
por retracción (despolmerización) del pelo sexual en 
la célula donadora. Nótese la presencia de bacteriófa- 
ооз especilicos de F sobre el pelo (véase Sección 16.1) 
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DNA circular del plásmido y se transfiere una banda paren- 
tal. La enzima responsable del corte necesario para iniciar el 
proceso, Tral, está codificada por el operón tra del plásmido 
Е Ема proteína tiene también una actividad helicasa y, por 
tanto, está implicada en el desenrollamiento de la banda que 
ве va a transferir. A medida que ocurre la transferencia, la 
síntesis de DNA según el modelo del círculo rodante, reem- 
plaza a la banda transferida en el donador. A su vez, una 
banda complementaria se sintetiza también en el receptor. 
Por tanto, al final del proceso, tanto el donador como el re- 
ceptor poseen plásmidos completamente formados. 

La transferencia del DNA plasmídico es extrema- 
damente eficiente; bajo condiciones apropiadas práctica- 
mente cada célula receptora que se aparea adquiere un 
plásmido. Cuando los genes del plásmido se expresan en el 
receptor, el propio receptor se convierte en donador y pue- 
de transferir el plásmido a otros receptores. De este modo, 
los plásmidos conjugativos se extienden rápidamente entre 


las poblaciones, comportándose como agentes infecciosos, 
La naturaleza infecciosa de este fenómeno tiene gran im- 
portancia ecológica, puesto que la introducción de algunas 
células con plásmidos, en una población adecuada de re- 
ceptores, convierte a toda la población receptora en porta- 
dora del plásmido en poco tiempo, siempre que el plásmido 
contenga genes que confieran alguna ventaja selectiva, La 
amplia distribución de la resistencia a drogas debida a plás- 

idos conjugativos (обе Sección 10.8) ha ocasionado serios 
problemas a la quimioterapia de las enfermedades infec- 
ciosas (véase Sección 20.12). Sin embargo, como se mencio- 
nó antes, los plásmidos también pueden perderse por un 
proceso llamado curación. Esto puede ocurrir en poblacio- 
nes naturales donde no existe presión selectiva para man- 
tener el plásmido. Por ejemplo, los plásmidos que confieren 
resistencia a antibióticos, perderse sin que esto afec- 


te a la viabilidad celular si no hay antibióticos en el am- 
biente de la célula. 
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Comienza la sintesis de la cadena 
complementaria өп la célula receptora. 


Fin de la transferencia y síntesis de DNA. 
Las células se separan 


„© Се) 
ғ Célula F* 
(a) 


DNA polimerasa 


Célula receptora. 


o 
ж 


Transferencia de DNA plasmidico por conjugación. a) En este ejemplo, el plásmido F de una célula F^ se transfiere a una cè- 
circulo rodante (véanse Figuras 9.20 y 16.4). (b) Detalles de la replicación y proceso de 
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La formación de cepas Hfr y movilización 
del cromosoma 
El plásmido F de Escherichia coli (véase Sección 10.8) no sólo 
ез conjugativo sino que бепе la propiedad de movilizar el 
cromosoma de modo que pueda ser transferido durante el 
contacto célula a célula. El plásmido F es un episoma, es 
decir, un plásmido que puede integrarse en el cromosoma 
del hospedador (véase Sección 10.8). Cuando el plásmido F 
se integra en el cromosoma, la conjugación puede ocasionar 
la transferencia de grandes regiones del cromosoma del 
hospedador y la recombinación genética entre el donador 
y el receptor puede ser muy extensa 

Las células que poseen un plásmido F no integrado se 
llaman Е", y las que tienen un plásmido Р integrado en el 
cromosoma se llaman Hfr (del inglés, High frequency of 
recombination, alta frecuencia de recombinación). Tanto las 
cepas Е" como las Hfr actuán como donadores, pero la con- 
Jugación que usa un donador Hfr conduce a la transferen- 
Ча del cromosoma del hospedador puesto que el plásmido 
forma parte del cromosoma. La integración del plásmido 
ез un mecanismo muy simple para movilizar otros ele- 
mentos genéticos. El término alta frecuencia de recombi- 
nación hace alusión a la recombinación genética entre el 
cromosoma del donador y el del receptor. Las células que 
carecen del plásmido F se llaman F` y actúan como recep- 
tores. En general, las células que contienen un plásmido 
conjugativo son receptores muy pobres para el mismo plás- 
mido о plásmidos relacionados. Esto es debido a que se blo- 
quea la entrada del plásmido, y no a incompatibilidades en 
el proceso de replicación (véase Sección 10.8) 


от 


Integración de un plásmido F en el cromosoma orf 

un Hîr La inserción del plásmido F осите en una variedad de 

Зов especificos donde se localizan elementos IS, estando el 153 in- 

сабо aquí entre los genes cromosómicos pro y lac. Se muestran al- 

¿gunos de los genes del piásmido F. La flecha indica el origen de 

ansferencia, or, con а flecha como extremo conductor. Así, en este 

_ Hirpro sería el primer gen cromosómico transterido у lac estaría entre 
Jos últimos. 


Por tanto, la presencia del plásmido F origina tres alte- 
raciones distintas en las propiedades de una célula: (1) ca- 
pacidad para sintetizar el pelo F, (2) movilización del DNA 
para su transferencia a otra célula, y (3) alteración de re- 
ceptores de superficie de manera que la célula ya no es ca- 
paz de comportarse como receptora en la conjugación. 

La integración del plásmido F en el cromosoma del 
hospedador puede tener lugar en varios sitios específicos 
llamados secuencias de inserción o IS (del inglés, insertion 
sequences). Estos sitios son regiones de homología entre el 
cromosoma y el DNA del plásmido F (véase Sección 10.11, 
para una discusión sobre las secuencias de inserción), La 
Figura 10.22 muestra cómo la integración de un plásmido 
E, implica la inserción en uno de estos sitios en el cromo- 
soma. En el Hír particular mostrado, el sitio de integra- 
ción está entre los genes cromosómicos pro y lac, Una vez 
integrado, el plásmido ya no controla su propia replica- 
ción, pero la región tra aún funciona normalmente y la 
сера sintetiza pelos. Cuando encuentra un receptor, se dis- 
para el proceso de conjugación como si fuera una célula F", 
у se inicia la transferencia de DNA en oríT (origen de la 
transferencia). Sín embargo, puesto que el plásmido es 
ahora parte del cromosoma, tras la transferencia de parte 
del plasmido comienzan a transferirse genes cromosómi- 
cos (Figura 10.23). (Del mismo modo que ocurría con el 
plásmido F, la transferencia de DNA requiere replicación, 
de manera que, una vez terminada la transferencia, la cepa 


“Transferencia а receptor F- 
от 


@ 
his 


¡AE Rotura del cromosoma Hir en el origen de transfe- 


rencia e iniciación de la transferencia del ОМА al receptor. Durante la 
transferencia tiene lugar la replicación (véase Figura 10.21). Obsêrve- 
зе que la figura no está dibujada a escala. El plásmido F insertado es. 
menos del 3% del tamaño del cromosoma de Escherichia coll. 
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Hfr permanece Hfr ya que ha retenido una copia del ma- 
terial genético transferido.) 

Así, decimos que se moviliza el cromosoma. Como 
hemos mencionado, la integración de un plásmido es un 
mecanismo simple de movilización. Se conocen otros me- 
canismos de movilización, que implican no sólo al cromo- 
soma bacteriano sino también a otros plásmidos. Uno de 
estos mecanismos opera sî el plásmido а movilizar contie- 
пе una secuencia ог! similar a la encontrada en el plásmi- 
do F. Tal plásmido será transferido por conjugación si 
coexiste en una célula con un plásmido conjugativo que 
pueda suministrar el resto de los genes necesarios. 

Puesto que existen varios sitios de inserción diferen- 
tes, son posibles varias cepas Hfr distintas. Una deter: 
пада cepa Hfr siempre dona los genes en el mismo orden, 
comenzando en la misma posición, pero cepas Hfr de ori 

sen independiente transfieren los genes en secuencias. 
ferentes. 

Generalmente, debido a la rotura de la cadena de DNA 
durante la transferencia, sólo se transfiere parte del cromo- 
soma donador, A causa de ello, esa parte no puede repli- 
carse por sí misma en la célula receptora. Por consiguiente, 
los genes del receptor no se detectan a menos que ocurra re 
combinación entre el fragmento que ha entrado y el cro- 
товота del receptor. 

Aunque las cepas Hfr transmiten con elevada frecuen- 
cia genes cromosómicos, por lo general, no convierten las 
células F a E”, ya que raramente se transfiere el plásmido 
F completo. Por otra parte, las células F” convierten con efi- 
cacia, las células F a F* porque se transfiere el plásmido 
entero, 

En algunos sitios de inserción, el plásmido F se integra 
соп el origen en una dirección, mientras que en otros sitios 
el origen está en dirección opuesta. La dirección en la que 
se inserta el plásmido Р determina cuáles son los genes cro- 
'mosómicos que se transferirán al receptor en primer lugar. 
La manera en que surge una variedad de cepas Hîr se ilus- 
tra en la Figura 10.24. Mediante el uso de varias cepas Hfr 
ha sido posible determinar en Escherichia coli la disposición 
y orientación de un gran número de genes cromosómicos, 
сото se describirá en la Sección 10.19. 


Uso de cepas Htr y el fenómeno de 

la conjugación interrumpida 

А! igual que en otros sistemas de transferencia de genes 
еп bacterias, tras la conjugación deben seleccionarse los 
recombinantes. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre 
еп la transformación y la transducción, durante la conju- 
gación, tanto el donador como el receptor son viables, de 
manera que se hace necesario escoger un medio de selec- 
ción donde puedan crecer los recombinantes deseados, 
pero en el que пі el donador ni el receptor puedan formar 
colonias. Normalmente, se usa un receptor resistente a un 
antibiótico paro auxotrofo para alguna sustancia, y un do- 
nador que es sensible al antibiótico pero es prototrófico 
para la misma sustancia. 

Por ejemplo, en el experimento mostrado en la Figura 
1025, un donador Hfr que es sensible a estreptomicina (Str 
y contiene genes silvetres que codifican las enzimas nece- 
sarias para la síntesis de los aminoácidos treonina y leuc- 


меа E PAE Gan С donado primero; 
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ШИШЕ TT TTT 
еп orden diferente y а partir de diferente origen. El cromosoma bacte« 
паго os un ceulo (a) que puede abre en varas secuencias do In- 
Serón en las que se har fado pamaco F En (3) е muestra ol orden 
ovos genes. 


na (Thr y Lew”) y para la utilización de la fuente de ener- 
gía lactosa (Lac), se aparea соп una célula receptora que es 
mutante para estos genes pero resistente a estreptomicina 
(Str). El medio selectivo es un medio mínimo que contiene 
estreptomicina de modo que sólo los recombinantes pueden 
crecer, Como se muestra en la Figura 10.25, la composición 
de cada medio selectivo varía dependiendo de las caracte- 
rísticas genotípicas de los recombinantes deseados. La fre- 
cuencia del proceso se mide contando las colonias que 
crecen en el medio selectivo. 

La comprensión del mecanismo de la conjugación y el 
conocimiento de que una cepa Hfr es una célula con un 
plásmido F integrado en el cromosoma, es esencial para 
comprender que, en una cepa dada Hfr, la transferencia de 
llos genes cromosómicos ocurrirá siempre en el mismo or- 
den y desde un sitio determinado. La naturaleza orientada 
y fragmentaria de la transferencia de genes, se descubrió 
еп un procedimiento denominado conjugación interrum- 
pida. Los pares de células conjugadas se mantienen unidos 
débilmente y pueden separarse por agitación en una «coc- 
telera». Si se agitan mezclas de células Hfr y F` a distintos 
tiempos tras la mezcla y se buscan recombinantes, se con- 
cluye que cuanto mayor es el tiempo que transcurre entre 
el apareamiento y la agitación, mayor es el número de ge- 
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Receptor F Thr Lew" Lac" Str 
Mezcla para permitir 
conjugación y siembra. 
еп medio con agar 
Selección 
де ciertos. 
rocombinantes 
Mecho mínimo sólido con Medio minimo sólido con 
estreptomicina аурат ыыы. 
selectivo рага! leucina; selectivo para 
по selectivo para Lac no selectivo para Thr o Leu 


Procedimiento para la detección en el laboratorio de 
la conjugación genética. Thr, treonina; Leu, leucina; Lac, lactosa; Sir, os- 
veplomicina. Obsérvese que cada medio selecciona clases especificas 
бе recombinantes, Los controles del experimento consisten en sembrar 
muestras del donador y del receptor antes de mezclarse. Ninguno de 
ellos debería crecer sobre el medio selectivo usado. 


nes del Hfr que aparecerán en el F recombinante. Como se 
indica en la Figura 1026, los genes más cercanos al origen 
entran primero en la F- y están siempre presentes en un 
mayor porcentaje de recombinantes que los genes que en- 
tran más tarde, Además de demostrar que la transferencia 
de genes es un proceso secuencial, este tipo de experimen- 
tos suministra un método para determinar el orden de los 
genes en el DNA bacteriano (mapeo genético). La disposi- 
ción de los distintos loci genéticos en el cromosoma se de- 
nomina mapa genético (ове Sección 10.19). 

Al igual que en la transformación y transducción, la re- 
combinación genética entre genes Hfr y genes F implica re- 
combinación homóloga en la cepa receptora, Esto se ha 
demostrado mediante el aislamiento de mutántes de cepas 
Е que son incapaces de formar recombinantes cuando se 
арагеап con Hfr. Estos mutantes son Rec (recombinación 
menos) y son deficientes en la proteína RecA debido a una 
mutación en el gen recA (véase Sección 10.5). Es importante 
recordar que no es lo mismo recombinación que transfe- 
rencia de DNA. La transferencia de DNA no está afectada 
Por el hecho de que el receptor sea Rec , incluso a pesar de 
que no ocurra recombinación tras la transferencia. 


Transferencia de genes cromosómicos 

al plásmido Р 

Ocasionalmente, los plásmidos F integrados se pueden es- 

cindir del cromosoma, y existe la posibilidad de que en el 
тосезо se incorporen genes cromosómicos en el plásmido F 

оао. Esto puede oraris porque tanto а plásmido FiF 

legrado como el cromosoma contienen varios sitios IS idén- 


O 8min 2533 
Thrlel* Galt Tp 


Төш? 


Numero de recombinantes 
por 100 bacterias Hir 
8B BÈ 8g 8 


10 20 30 40 50 60 70 


Tiempo transcurido después de mezclar 
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Velocidad de formación de recombinantes conte- 
niendo dilerentes genes tras mezclar bactenas НИ y F según el pro- 
¡cedimiento de conjugación interrumpida. La localización de los ganes 
өп el cromosoma Hir se muestra en la parte superior izquierda, Obsér. 
vese que los genes más cercanos al origen (0 min) воп los primeros 
detectados en los recombinantes. El experimento se hace mezclando 
¡Células Hir y F bajo condiciones en las que prácticamente todas las o6- 
lulas Ні encuentran pareja. Las cólulas receptoras F ` eran resistentes 

la estroptomicina pero auxotrotas para los marcadores estudiados. La 

сера Hir donadora era sensible a la estroptomicina. A diferentes tiem- 
ров, se agitaban vigorosamente muestras де la mezcla a fin de sopa- 
rar las cólulas conjugadas y se sombraba sobre un medio selectivo en 
94 que sólo podían стосог y formar colonias los recombinantes. 


ticos donde puede ocurrir la recombinación, Los plásmidos 
F que contienen genes cromosómicos se llaman plásmidos 
F” (F prima). Estos plásmidos Е' difieren de los plásmidos F 
normales en que contienen genes cromosómicos identifi- 
cables y los transfieren a receptores con una frecuencia muy 
alta. La transferencia mediada por F' recuerda a la trans- 
ducción especializada en el sentido de que sólo se transfiere 
un grupo restringido de genes cromosómicos, La transfe- 
rencia de un F' conocido a un receptor permite la forma- 
ción de diploides en una región limitada del cromosoma 
(tales diploides parciales se llaman merodiploides). Esto es 
importante para llevar a cabo pruebas de complementación 
(véase Sección 10.10). 


Otros sistemas de conjugación 

Aunque hemos comentado la conjugación tal y como ocu- 
rre en Escherichia coli casi exclusivamente, se han encontra- 
do plásmidos conjugativos en muchas otras Bacteria Gram 
negativas. De hecho, pueden mantenerse plásmidos conju- 
gativos del grupo de incompatibilidad Inc? (vénse Sección 
10.8) en prácticamente todas las especies de Gram negati- 
vas, y puede ocurrir transferencia de DNA entre especies y 
géneros. También se conocen plásmidos en Bacteria Gram 
positivas (por ejemplo, en Streptococcus, Enterococcus y 
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Staphylococcus). En general, el mecanismo de conjugación 
еп otras Bacteria Gram negativas es muy similar al que he- 
mos descrito para el plásmido F, mientras que la conjuga- 
ción entre Bacteria Gram positivas puede ser bastante 
diferente. 

Algunos plásmidos conjugativos movilizan otros ele- 
mentos genéticos, como hemos visto en el caso del plás- 
mido Г, pero éste no es siempre el caso. Existen elementos 
llamados transposones conjugativos que pueden transferir- 
se a sí mismos desde el cromosoma de un donador al de 
un receptor y también pueden movilizar otros elementos 
genéticos. Los transposones conjugativos se han encon- 
trado principalmente en Bacteria Gram positivas. Tienen 
un amplio espectro de hospedadores y pueden estar im- 
plicados en la transferencia de genes entre bacterias de dî- 
ferentes géneros. El mecanismo de conjugación usado por 
estos elementos no se conoce por completo, pero parece 
requerir la formación de intermediarios circulares seme- 
jantes a plásmidos. Se han encontrado plásmidos conju- 
gativos en Sulfolobus, un género de Archaea. Se conoce muy 
poco de la conjugación en Sulfolobus, aunque se sabe que 
tiene lugar apareamiento célula a célula antes de la trans- 
ferencia del plásmido y que la transferencia es unid 
reccional. Sin embargo, con una excepción, los genes 
implicados parecen tener poca similitud con sus corres- 
pondientes Bacteria Gram negativas. La excepción es un 
gen similar a IG, cuyo producto proteico parece estar im- 
plicado en la estabilización de parejas acopladas en la con- 
jugación mediada por el plásmido F. Parece pues, que el 
mecanismo de la conjugación en Archaea es bastante dife- 
rente del de Bacteria. 


/_10.9 Revisión de conceptos 


La conjugación es un mecanismo de transferencia de DNA en 
procariotas que requiere contacto célula a célula. La conjuga- 
ción está controlada por genes localizados en ciertos plásmidos 
(tales como el plásmido F) у, generalmente consiste en la trans- 
ferencia del plásmido desde una célula donadora а una recep- 
lora. Sin embargo, a veces se pueden movilizar y transferir otros 
elementos genéticos, incluido el cromosoma de la célula dona- 
dora. La transferencia del cromosoma del hospedador es rara 
vez completa pero puede utilizarse para mapear el orden de los 
genes en el cromosoma. 


е Cómo entran en contacto entre sf la célula donadora y la re- 
©ер!ога? 

Y Enla conjugación, en la que está implicado el plásmido F de 
Escherichia coli, ¿cómo se moviliza el cromosoma del hos- 
pedador? 


[ШШЩ] complementación _ 
Los métodos de transferencia de genes en bacterias co- 
mentado en las secciones precedentes implican la transfe- 
rencia de sólo una porción del cromosoma donador. Por 
tanto, a menos que ocurra recombinación con el cromoso- 
та receptor, el DNA del donador que entra en la célula se 
perderá ya que no puede replicarse independientemente. 
Тап sólo en dos casos hemos visto que puede mantenerse 


un estado de diploidía parcial. Uno era el caso de la trans- 
ducción especializada, en la que los genes del donador se 
mantienen como parte del genoma viral (véase Sección 10.7). 
El otro fue el uso de plásmidos F’, en donde los genes del 
donador se han incorporado al genoma del plásmido F (vä 
se Sección 10.9). Puesto que es posible crear un fago trans- 
ductor especializado o plásmidos recombinantes mediante 
técnicas de DNA recombinante (véanse Secciones 10.15 y 
10.16), resulta ahora posible poner esencialmente cualquier 
porción del cromosoma bacteriano en un fago o plásmido. 
Esto puede ser bastante útil para diferentes propósitos, sien- 
Чо uno de ellos el test de complementación. 


El test de complementación 
Cuando se cruzan genéticamente dos cepas mutantes (se 
conjugan), la recombinación homóloga puede generar re- 
combinantes del tipo silvestre a menos que ambas muta- 
ciones incluyan cambios en los mismos pares de bases. Así, 
si dos cepas Trp de Escherichia coli (que requieren el ami- 
noácido Trp en el medio) se cruzan y se obtienen recombi- 
nantes Trp“, resulta claro que las mutaciones no afectan a 
los mismos pares de bases. Sin embargo, este experimento 
no puede detectar si las mutaciones están en el mismo gen 

Esto puede determinarse mediante un test llamado prueba 
o test de complementación. 

La complementación se usó inicialmente en organismos 
eucarióticos díploides. En los organismos diploides la célu- 
la tiene pares de cromosomas, cada miembro procedente de 
un padre (véase Sección 14.6). Cuando dos mutaciones es- 
tán presentes en miembros separados de un par (es деси, 
una mutación de cada padre), se dice que están en confi- 
guración trans, Por otro lado, si las dos mutaciones están en 
el mismo cromosoma se dice que están en configuración cs. 
Como hemos comentado, en procariotas no existen verda- 
deros diploides, pero se puede conseguir un estado diplol- 
de para una región del cromosoma por transferencia de un, 
fragmento cromosómico de un donador, Sin embargo, el 
principio de la prueba y la nomenclatura (cis y trans) es la 
misma. 

Si uno de los genes del triptófano se inactiva en una cé 
lula por una mutación, originando un fenotipo Trp“, la ine 
troducción de una copia del gen silvestre de otra cepa en 
dicha célula debería restaurar el fenotipo silvestre de la mis- 
тпа; es decir, el diploide parcial resultante debe ser 
(esto es cierto a menos que la mutación sea dominante). 
tonces, se puede decir que el gen silvestre complementa \a 
mutación. 

Incluso aunque en procariotas sólo se transfiere un tag 
mento cromosómico, este fragmento es por lo general 
cientemente grande como para contener varios genes. 
Recuéndese que las ganes para la biosíntesis del аралд 
forman un operon (véase Figura 8.20), y, por tanto, se puede 
transferir el operón entero desde la célula donadora, Мік 
зе que entonces, incluso si el operón del donador 
tiene una mutación, complementará al gen mutado еп! 
receptor si las dos mutaciones están en genes diferentes, Se dí 
que las dos mutaciones se complementan. Esto se mı 
еп el diagrama de la Figura 10.27. Las mutaciones pueden, 
complementar porque los genes codifican proteínas 
pueden difundir dentro del citoplasma de la célula. 


10.11 ® TRANSPOSONES Y SECUENCIAS 


INSERCIÓN = 297 


Célula tipo silvestre; ambos. 
genes son funcionales yla 
Célula es Trp* 


Mutante X: la célula contiene 
Ja mutación 1 y es Trp 
(requiere triptâfano para crecer) 


Mutante Y: іа célula contiene. 
la mutación 2 y es Tp" 


Mutante Z: la célula contiene 
la mutación 3 y es Трг 


Test en trans de las mutaciones 
1 y 2: осите. 

(а célula es Trp"), por 
consiguiente las mutaciones 
están en gones diferentes. 


pueden complementar mutaciones en sitios regulatorios ta- 
les como los promotores, ya que éstos funcionan a nivel de 
DNA.) Si cada molécula homóloga de DNA proporciona 
un gen diferente de los requeridos, entonces la célula ten- 
drá todas las enzimas requeridas para sintetizar triptófa- 


no. Nótese que la complementación no implica recombina- 
ción. Para hacer el test, las mutaciones deben estar en trans. 
(Si una molécula lleva ambas mutaciones, la otra será del 
tipo silvestre y debería ser capaz por sí misma de conferir 
el fenotipo silvestre, a menos que una de las mutaciones 
sea dominante. Por tanto, disponer de las mutaciones en cis 
sirve de control.) 


El cistrón 

Este tipo de prueba de recombinación, llamada tes! cis-trans 
se usa para definir si dos mutaciones están en la misma uni- 
dad genética (funcional). La unidad genética definida por 
el test cis-trans se denomina a veces un cistrón (un térmi- 
по que es esencialmente equivalente al de gen). Como se 
ha mencionado, dos mutaciones en el mismo cistron no pue- 
den complementar, de modo que cuando se produce la com- 
plementación implica que las dos mutaciones se localizan 
en diferentes cistrones (esto es, en diferentes genes). El tér- 
mino cístrón se usa ahora raramente, excepto para describir 
si un mRNA tiene la información genética de un gen 
(mRNA monocistrónico) o de más de un gen (policistróni- 
со) (véase Sección 7.11). 


/_10.10 Revisión de conceptos 


Si se puede conseguir que una célula contenga dos copias de 
una región de su genoma que estemos estudiando, se pueden 
hacer test de complementación para determinar si dos muta- 
ciones están en el mismo gen о en genes diferentes. Esto es a 
menudo necesario porque mutaciones en diferentes genes de la 
misma ruta pueden originar el mismo fenotipo. Los tests de 
complementación no implican recombinación. 


/ Què es un diploide parcial? 
4 Las pruebas de complementación se conocen como tests cis- 


trans. Explíquelo. 


MD ====5 


El orden de los genes en un cromosoma bacteriano pue- 
de determinarse por los métodos de transferencia de ge- 
пез que acabamos de considerar, así сото los genes de 
los cromosomas de eucariotas pueden mapearse median- 
te experimentos de conjugación, Sin embargo, el orden 
exacto de los genes en un cromosoma no está permanen- 
temente fijado de modo necesario; algunos genes pueden 
moverse bajo ciertas condiciones. El proceso por el que 
un gen se mueve de un sitio a otro se llama transposición 
y ез un proceso importante en la evolución y еп el análi- 
sis genético. 

Es importante resaltar que la transposición, típicamen- 
te, es un acontecimiento raro que ocurre a frecuencias de 
105—107" por generación. Por tanto, los genes de los or- 
ganismos vivos son relativamente estables, 

Además, no todos los genes son capaces de transposi- 
ción. Más bien, la transposición de los genes está unida ala 
presencia de elementos genéticos especiales llamados ele- 
mentos transponibles. 
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La transposición se descubrió originalmente en el maiz 
y posteriormente en Bacteria debido al análisis genético ex- 
tremadamente sensible que puede realizarse con estos or- 
ganismos. 

Se ha demostrado ahora que las secuencias de DNA con 
las propiedades de transposones se encuentran amplia- 
mente extendidas en la naturaleza. Sin embargo, en orga- 
nismos con sistemas genéticos poco caracterizados, puede 
resultar difícil detectar la existencia de transposición (por- 
que es un acontecimiento raro) y demostrar que una se- 
cuencia es realmente un elemento transponible. 


Elementos transponibles 

Como hemos comentado (véase Sección 7.4), hay tres tipos 
de elementos genéticos transponibles en Bacteria: secuencias 
de inserción, transposones y algunos virus especiales (tal como. 
Mu)(uéase Sección 16.5). En esta sección limitaremos nues- 
tra discusión esencialmente a las secuencias de inserción y 
a los transposones. Ambos elementos tienen dos impor- 
tantes características en común: llevan genes que codifican 
рага una transposasa, y tienen cortas repeticiones terminales 
invertidas en los extremos de su DNA (recuérdese que estos 
extremos» son continuos con el DNA en el que se haya 
sertado el elemento). La longitud de estas repeticiones у; 
ría desde menos de 20 pares de bases en los elementos IS 
simples a más de 1000 pares de bases en algunos transpo- 
sones; cada 19 tiene un número específico de pares de bases 
еп sus repeticiones terminales. Las repeticiones terminales 
invertidas están implicadas en el proceso de transposición 
(véase más adelante). La Figura 10.28 muestra un mapa ge- 
nético de un elemento de inserción llamado 152 y de un 
transposón llamado Таб. 

Las secuencias de inserción son el tipo más simple de 
elemento transponible y no llevan otra información gené- 
tica que la requerida para desplazarse a nuevos lugares. 
Las secuencias de inserción son segmentos cortos de DNA, 
de unos 1000 nucleótidos de longitud, que pueden inser- 
tarse en sitios específicos del genoma. Las secuencias de in- 
serción, abreviadamente 15, se encuentran tanto en el 
cromosoma como en el DNA plasmídico, así como en cier- 
tos bacteriófagos. Se han caracterizado varios cientos de IS 
distintos, y la mayoría se designan por un número que iden- 
tifica su tipo: 151, 182,1S3, .. y así sucesivamente. Debido al 
alto número de IS descubiertos, algunos reciben designa- 
ciones relacionadas con el organismo en el que fueron iden- 
tíficados por primera vez. Por ejemplo, IS Mt1 viene de 
Mycobacterium tuberculosis. Los elementos IS están esparci- 
dos por el cromosoma, y las cepas varían respecto al nú- 
mero y frecuencia de estos elementos. Por ejemplo, una 
сера de Escherichia coli tiene cinco copias de 152 y cinco co- 
pias de 153. Muchos plásmidos también llevan estas se- 
cuencias de inserción (oómse Figuras 10.17 y 10.19), y es la 
recombinación homóloga entre secuencias idénticas en el 
plásmido F y en el cromosoma (no transposición), lo que 
facilita la integración del plásmido F еп el cromosoma bac- 
teriano y la movilización de este último (vénse Sección 10.9). 
Algunas Archaca tienen gran número de elementos IS en 
sus cromosomas. 

Los transposones son más largos que las secuencias de 
inserción y llevan otros genes, algunos de los cuales con- 


ИЕН vio de o anios есерше 
тоја bajo cada mapa indica las repeticiones invertidas, Las fle- 
chas sobre los mapas indican la dirección de la transcripción de los 
¡genes de las elementos. Tnp es el gen que codifica la transposasa 
Los genes de estos dos elementos no están estrechamente relaciona- 
боа (a) 152 es una secuencia de inserción de 1327 pares de bases con 
repeticiones invertidas de 41 pares de bases өп sus extremos. (o) TnS 
ов un transposón compuesto de 5700 pares de bases con las se- 
cuencias de inserción ISSOL е ISSOR en sus extremos Izquierdo y do- 
recho, respectivamente. ISSOL es incapaz de efectuar transposición 
Independiente porque tiene una mutación ain sentido (ивазе Sección 
10.2) en su gen de la transposasa, marcada por una cruz azul өп la + 
gura. En otros aspectos, los dos elementos 1850 son casi idónticos. 
Nótase que estos dos elementos 1350 están invertidos uno respecto al 
otro. Los genes kan, str y bleo, confieren resistencia a оз antibióticos 
kanamicina (y neomicina), estreptomicina y bleomicina. Curiosamente, 
la resistencia ala estreptomicina no se expresa en Escherichia coll. 


fieren propiedades importantes al organismo que los lleva. 
Éstos incluyen con frecuencia marcadores de resistencia 
drogas y otros genes fácilmente seleccionabls, Además, 
сото hemos mencionado (véase Sección 10.9), hay transpo- 
sones conjugativos que tienen genes que les permiten no sólo 
moverse de un sitio a otro del genoma bacteriano sino tam- 
bién transferirse de una bacteria a otra. 

Algunos transposones son, en realidad, estructuras com- 
puestas que contienen un gen o grupo de genes entre dos 
secuencias de inserción idénticas. La existencia de estos. 
transposones compuestos indica que es probable que en las 
células que poseen secuencias de inserción surjan conti- 
nuamente nuevos transposones. 


El mecanismo de transposición 

Сото se ha mencionado previamente, las repeticiones in- 
vertidas que se encuentran en los extremos de los elemen- 
tos transponibles son esenciales para la transposición. El 
otro componente esencial es una enzima llamada transpo- 
sasa, que reconoce estas repeticiones. Normalmente, esta 
enzima está codificada por el elemento transponible, aun- 
que algunos elementos IS simples usan una enzima codifi- 


10.11 ® TRANSPOSONES Y SECUEN 


DE INSERCIÓN = 200 


сада por otro elemento genético. La transposasa aparente- 
mente reconoce, corta y, eventualemente, liga el DNA du- 
rante la transposición (Figura 1029). 

Cuando un elemento transponible se inserta en otro 
DNA (DNA diana), se duplica una secuencia corta en el si- 
Чо de integración. Esta secuencia corta no estaba presente 
еп el elemento, pero el elemento transponible ha ocasiona- 
do la duplicación de este DNA en el proceso mismo de in- 
serción. La duplicación de la secuencia diana ocurre porque 
la transposasa genera cortes en una sola cadena. El trans- 
posón se une entonces a los extremos monocatenarios ge- 
nerados, y la reparación de las porciones monocatenarias da 
сото resultado la duplicación (véase Figura 10.30). 

Algunos elementos transponibles prefieren ciertas se- 
cuencias como dianas, pero otros, incluyendo el bacterió- 
fago Mu, se pueden insertar prácticamente al azar (véase 
Figura 16.9 del Capítulo 16 para una representación de la 
inserción de Ми). 
¢ conocen dos mecanismos de transposición, los Ila- 
mados conservativo y replicativo (Figura 10.30). En la trans- 
posición conservativa, como la que ocurre en el transposón 
Tn5, el elemento transponible se separa de una localización 
en el cromosoma y se reínserta en una segunda localiza- 
ción. El número de copias de un transposón conservativo, 
рог lo tanto, no varía. En cambio, los transposones repli 
cativos, como el bacteriófago Mu (včase Sección 16.5), se 
duplican, y la nueva copia se inserta en otra región. Por 
tanto, tras el proceso completo de transposición, una co- 
pia del elemento transponible permanece en el sitio origi- 
nal y la otra copia se encuentra en el sitio nuevo, Durante 
este proceso de transposición, el transposón original per- 
тапесе en su sitio inicial y nunca se encuentra libre en la 
célula. 

Aunque se desconocen muchos de los detalles mole- 
culares de la transposición, y elementos transponibles dis- 
tintos parecen tener diferentes mecanismos, en la Figura 
10.30 se ilustran modelos para las transposiciones con- 
servativa y replicativa. Como puede observarse, se pro- 
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ШЕШЕГЕ] Шеин La inserción de un elemento tans- 
ponible genera una duplicación de la secuencia diana. Obsérvese la 
presencia de repeticiones invertidas (IRs) en los extremos del elemen- 
to Iransponible. La Figura 10.30 muestra modelos más detallados del 
mecanismo de transposición. 


исеп cortes monocatenarios еп los extremos del trans- 
posón (a nivel de las repeticiones invertidas), y cortes es- 
calonados en una sóla cadena en el sitio díana. El 
transposón se une luego al sitio diana mediante los extre- 
mos monocatenarios. En la transposición conservativa, el 
sitio donador es ahora cortado y la reparación conserva- 
tiva rellena los huecos de cadena sencilla del sitio diana. 
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IAE] vecinos de transposición. a) Tanto өп la trans- 
posición conservativa como en la replicativa la transposasa genera сог: 
ев (marcados con flechas) en las cadenas de DNA en los extremos del 
elemento transponible (naranja) у del sitio diana (rajo). El número y loca- 
lización de los cortes puede variar dependiendo del mecanismo. (b) El 
sito diana se liga al elemento transponible. Los puntos negros indican 
los extremos 3' bres de las cadenas de DNA en los que puedo ocurir 
replicación (dase Sección 7.5). (c) En la transposición conservativa ocu- 
ren nuevos cortes antes de que tenga lugar la repicación/reparación, y 
9 lamento transponible del DNA donador se pierde. (d) La reparación 
conduce a la duplicación del sitio diana y finalización de la іғаперові- 
ción al nuevo sitio. (e) En la transposición replicativa, la replicación ocu- 
те sin que tenga lugar el corte del elemento transponible dal sitio 
donador originando dos copias del elemento transponible que forman 
parte de un comtegrado. Nótese, sin embargo, que esto conlleva la nión 
¡delas moléculas de DNA del donador (verde claro) y del sitio diana (verde 
oscuro}. ( Estas moléculas se separan en una reacción posterior La re- 
solución del coimegrado se muestra en a Figura 10.31. 


300 = Capítulo 10 = GENÉTICA BACTERIANA 


Este proceso origina la formación de repeticiones directas 
en el sitio diana en los extremos del transposón. En la 
transposición replicativa, la reparación replicativa ocurre 
mientras el elemento transponible está aún unido tanto al 
sitio original como al sitio diana. Esto conduce а la for- 
mación de una estructura compuesta llamada cointegrado. 
El proceso final es la resolución de la estructura del coin- 
tegrado, permitiendo la liberación del transposón огі 
nal y la presencia de una nueva copia del transposón en el 
sitio diana (Figura 1031). 

La transposición es esencialmente una etapa de recombi- 
nación, pero que no ocurre entre secuencias homólogas пі 
usa el sistema general de recombinación de la célula. Utili- 
za la proteína especial transposasa en lugar de la proteína 
RecA implicada en la recombinación general. Como esta re- 
combinación requiere una secuencia de bases específica, se 
Пата recombinación específica de sitio (en oposición a la re- 
combinación homóloga considerada previamente en esta 
capítulo). 


con elementos 

Si el sitio de inserción de un elemento transponible está 
dentro de un gen, la inserción del transposón dará como 
resultado la pérdida de la continuidad lineal del gen, ori- 
ginando una mutación (Figura 10.32). Los transposones re- 
presentan, por tanto, un medio fácil de crear mutantes a 
lo largo del cromosoma. El elemento más adecuado para la 
mutagénesis por transposón es el que contiene un gen de 
resistencia a un antibiótico. Los clones que contienen el 
transposón se pueden seleccionar aislando colonias re- 
sistentes al antibiótico. Si estos clones se seleccionan en 
medio rico donde pueden crecer auxotrofos, se pueden 
analizar Juego en un medio mínimo suplementado con va- 
rios factores de crecimiento para determinar si se requiere 
algún factor de crecimiento. 

Los transposones también resultan útiles para incorpo- 
rar un деп marcador de auxotrofía en un organismo sil- 
vestre. En general, los recombinantes auxotrofos no pueden 
aislarse por selección positiva, pero si el marcador auxo- 
trófico que se introduce está contenido en un elemento 
transponible con un marcador de resistencia a un antibió- 
tico, entonces se pueden seleccionar clones resistentes al 
antibiótico, un procedimiento de selección-pósitiva, y au- 
tomáticamente obtener clones que han incorporado el mar- 
cador auxotrófico, 

Dos transposones usado con frecuencia en mutagéne- 
sis son el Tn5 (véase Figura 10.29), que confiere resistencia 
а neomicina y kanamicina, y Tn10, que contiene un marca- 
dor de resistencia a tetraciclina (véase Figura 10.19). 

El bacteriófago Mu (vénse Sección 16.5) se usa también 
habitualmente como mutágeno biológico. Puesto que Mu se 
integra en una amplia variedad de sitios, se puede utilizar 
рага inducir mutación en múltiples sitios. Además, Mu se 
puede utilizar para introducir en las células genes que de- 
rivan de otras células hospedadoras, lo que constituye una 
forma de ingeniería genética їл vivo. Además, se han cons- 
truido artificialmente fagos Mu modificados en los que se 
han eliminado algunas de sus funciones liticas. Estos fagos, 
llamados miniMu, han perdido porciones significativas del 
genoma de Mu pero tienen los extremos del fago en orien- 
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Transposón original 
Transposición replicativa. Después de la formación de 
cortes monocatenaros surge una estructura, llamada cointegrado, por 
asociación de las dos moléculas (véase Figura 10.30). Después de la 
recombinación, la resolución de la estructura del cointegrado condu- 


се a la liberación del transposén original у а la inserción de una copia. 
del transposón en la molécula diana. 


tación normal. Los fagos miniMu son normalmente defec- 
tivos, esto es, incapaces de formar placas de lisis, y su pre- 
sencia se detecta por la presencia de otros genes que llevan. 
Un grupo de fagos miniMu que contienen el gen de la 
E galactosidasa del hospedador (llamados Mud-lac, la d sig- 
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rma Mutagênesis por transposón, El tansposón se ias- 
hasta la mitad del gen 2. El gen 2 está ahora interrumpido por el 
ransposón y quada inactivado. El gen A del transposón se expresará. 
en ambas localizaciones. 


nifica «defectivo») se pueden detectar en estado integrado 
si el gen lac está orientado adecuadamente en relación con 
el promotor del hospedador, En tales condiciones, la célula 
hospedadora forma la enzima f%-galactosidasa, que puede 
ser detectada en las colonias usando un indicador de color 
especial. Las colonias f?-galactosidasa positivas de un hos- 
pedador f-galactosidasa negativo son una indicación de 
que se ha producido una infección por Mud-lac 


Debido a que muchos transposones contienen genes que 
confieren tanto resistencia a antibióticos como la capaci- 
dad de transponerse a plásmidos conjugativos, las terapias 
tradicionales que utilizan antibióticos en el tratamiento de 
infecciones bacterianas pueden estar seriamente amena- 
гада». Algunos transposones también contienen otros ele- 
mentos que les hacen incluso más singulares, los integrones. 
Los integrones son elementos genéticos que pueden сар- 
turar y expresar genes de otras fuentes. Los integrones po- 
seen un gen que codifica una integrasa. La integrasa es una 
enzima que cataliza otro tipo de recombinación especifica de 
sitio. Recuérdese que el genoma de lambda se integra en 
sl genoma de Escherichia coli en un sitio específico mediante 
la acción de una integrasa codificada por lambda (vénse 
Sección 9.10). El integrón también contiene una secuencia 
específica de DNA donde la integrasa-puede funcionar 
para integrar casetes génicos (los cuales están localizados 
cerca de secuencias similares en otros elementos) y un pro- 
motor que puede entonces expresar el gen del casete que 
acaba de integrarse, 

Se han encontrado integrones en diversos miembros de 
Bacteria, por ejemplo, Acinetobacter, Citrobacter, Escherichia, 
Klebsiella, Pseudomonas y Vibrio, frecuentemente en aislados 
elínicos. Estos integrones pueden estar en transposones, 
por ejemplo, Tn7, en plásmidos, o en el cromosoma bacte- 
tiano. Algunos aislados tienen incluso 5 casetes génicos di- 
ferentes. En estos casetes se han identificado más de 40 
genes de resistencia a antibióticos, así como otros genes que 
se han asociado con virulencia, La Figura 10.33 muestra la 
estructura de dos integrones de Pseudomonas aeruginosa. El 
significado clínico de los integrones у los casetes génicos 
que capturan parece obvio. Los que es menos obvio es el 
origen de los propios casetes génicos. Éstos no son simple- 


Estructura de dos integrones naturales de Pseudo- 
monas. El ntegrón 190 tiene un juego de genes básico; int/?, codifica 
la integrasa; at, el sitio donde puede ocurrir integración especifica de 
sitio; P, un promotor; y sull, un gen que confiere resistencia а la sulla- 
тда y que posee su propio promotor. El integrón In7 contiene tados 
stos genes pero, además, se ha integrado un casete génico, Todos los 
casetes contienen un sito (cuadrado azul) para la recombinación es- 
ресйса de sitio. Este casete contiene aadB, que confiere resistencia a 
ciertos antibióticos aminoglicósidos. 


mente genes al azar que pueden ser capturados, sino ge- 
nes rodeados por secuencias específicas de DNA que son re- 
conocidas por la integrasa y genes que aparentemente no se 
expresan hasta que forman parte de un integrón y pueden 
ser transcritos desde el promotor del integrón. 


/_10.11 Revisión de conceptos 


Los transposones y las secuencias de inserción son elementos 
genéticos que pueden moverse de una localización del cromo- 
soma а otra por un proceso llamado transposición, un tipo de re- 
combinación específica de sitio. La transposición puede ser 
conservativa o replicativa. Los transposones frecuentemente lle 
van genes que codifican resistencia a antibióticos, Los transpo- 
sones pueden usarse como mutágenos biológicos. 


4 ¿Qué características comparten las secuencias de inserción 
y los transposones? 
Z Qué son los integrones? 


TECNICAS DE LA GENÉTICA 
BACTERIANA: IN VITRO 


Los tres mecanismos de intercambio genético que hemos 
comentado, transformación (véase Sección 10.6), transduc- 
ción (vénse Sección 107) y conjugación (víase Sección 10.9), 
pueden usarse para hacer cruces bacterianos y seleccionar 
recombinantes con el fin de confeccionar un mapa genéti- 
co de un organismo, crear nuevas cepas de un organismo, 
o estudiar específicamente la genética y bioquímica del me- 
tabolismo de un organismo. Existen, sin embargo, severas 
limitaciones asociadas a la realización de los cruces їп vino 
utilizando estas técnicas. Muchas de estas limitaciones pue- 
den superarse mediante la manipulación del DNA їн vitro, 
en un tubo de ensayo. Las siguientes secciones de este ca- 
Pítulo comentan algunas de estas técnicas in vitro. 
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En el Capítulo 9, comentamos el hecho de que los proca- 
riotas tienen enzimas de restricción y modificación cuyas 
funciones parecen proteger a las células de DNA extraño, 
tal como DNA viral (véase Sección 9.6). Aunque estos sis- 
temas están ampliamente extendidos entre los procariotas 
(tanto Bacteria como Archaea), son muy raros en eucario- 
tas. De hecho, los únicos sistemas de restricción y modifi- 
cación «eucarióticos» conocidos se encuentran en virus que 
infectan ciertas plantas unicelulares (vénse Sección 16.6). 
(Algunos virus procarióticos tienen también sus propios 
sistemas de restricción y modificación.) Recuérdese que la 
función de las enzimas de restricción (endonuclcasas de 
restricción), que son parte de estos sístemas, es reconocer 
ciertas secuencias de DNA y cortar el DNA. Una clase nu- 
mersa de estas enzimas, llamada enzimas de restricción 
tipo Il, no sólo reconoce secuencias específicas sino tam- 
bién corta el DNA bicatenario dentro de estas secuencias. 
Tales enzimas se han mostrado enormemente útiles en mu- 
chas de las técnicas de manipulación genética їп vitro. De 
hecho, el descubrimiento de estas enzimas marcó el co- 
mienzo de lo que se denominó ingeniería genética (véase Ca- 
pítulo 31). 

Muchas de las secuencias reconocidas por las enzimas 
Че restricción tipo П exhiben simetría binaria alrededor de 
un punto dado. La Figura 1034 muestra la secuencia que es 
reconocida y cortada por una enzima de restricción de Es- 
cherichia coli llamada EcoRI. 

Los sitios de corte se indican соп flechas y el eje de si- 
metria por una línea discontinua. Nótese que las dos ban- 
das tienen la misma secuencia si una se lee desde la 
izquierda y la otra desde la derecha (o, en términos de po- 
linucleótidos, si ambas son leídas en la dirección 5 — 37 
оеп la dirección Y — 5'). Tal estructura se denomina pa- 
lndrome. (Un palindrome es una secuencia de caracteres 
que dice lo mismo cuando sele desde la derecha que des- 

le la izquierda, por ejemplo, ana la galana. El término 
palindrome deriva del griego y significa «recorrer hacia 
atrás») 


Bacillus subtilis тик! 
Brevibacterium albidum һа 
Escherichia coli Бой! 
Haemophilus huemolyticus ны 
Haemophilus influenzae нәм 
Haemophilus influenzae нош 
Nocardia otitidis-caviarum Noti 
Thermus aquaticus Tai 
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ШЕТШЕ кессон y modihcacion del DNA (a) La secuen 
іа de DNA reconocida por ta endonucieasa de restricción Ecol. La fla- 
‘cha roja indica los enlaces cortados por la enzima. La linea discontinua 
indica el eje de simetría de la secuencia. (o) La misma secuencia des- 
pués de su modificación por la EcoRI metlasa, Se muestran los gru- 
pos metilo añadidos por esta enzima. 


Muchas enzimas de restricción están compuestas de dos 
subunidades polipeptídicas iguales, y cada subunidad re- 
conoce y corta la secuencia de una Ge las bandas. Puesto 
que las secuencias reconocidas por las enzimas de restric- 
ción son relativamente cortas, y frecuentemente palindró- 
micas, tales enzimas producen siempre cortes en las dos 
bandas del DNA. Resulta llamativo que las enzimas de res- 
tricción que reconocen secuencias no palindrómicas cortan 
cerca de la secuencia, pero no dentro de ella, 

En la Tabla 104, se muestran las secuencias de recono- 
cimiento y los sitios de corte de algunas enzimas de res- 
tricción. Nótese que los sitios de reconocimiento de las 
enzimas indicadas son 4, 6 y 8 pares de bases, En una mo- 
lécula «aleatoria» de DNA, uno esperaría que cualquier 
secuencia de cuatro pares de bases ocurriera aproximada- 
ае гу a ы base de la 

УХ ж | (asumiendo que cada par de ba- 
ses es igualmente probable en el DNA). Por tanto, una en- 
zima que reconoce un sitio de restricción de 4 pares de bases 
cortaría una molécula de DNA grande en muchos frag- 
mentos específicos. Una secuencia específica de 6 pares de 
bases debería aparecer cada 4096 pares de bases en un DNA 
aleatorio, y una secuencia de 8 pares de bases debería apa- 
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* Las flechas indican los sitios del ataque ать Las asteriscos indican el sitio de metilación 
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modificación) 
чаты: Cetina; A, adenina: T, imina: Pu, салран purina, Ру. cualquier pirimklina So se indican secuencias 
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recer una vez por cada megapar de bases. El cromosoma de 
Escherichia oli, que tiene 4,6 megapares de bases, es cortado 
21 veces por la enzima МОН, que reconoce una secuencia de 
В pares de bases, lo que indica que en este cromosoma la se- 
cuencia de reconocimiento de Not! está presente con una 
frecuencia algo mayor que la que uno podría predecir. 

Se conocen actualmente más de 2000 enzimas de res- 
tricción con más de 200 especificidades diferentes. Otras 
están siendo investigadas debido a la gran importancia de 
estas enzimas en la investigación genética. Consideremos 

enzima EcoRI puede cortar cualquier DNA bicatena- 
tenga su secuencia de reconocimiento y corta sola- 
mente en esa secuencia. Esto permite al científico cortar 
grandes moléculas de DNA en fragmentos más cortos. Ta- 
les fragmentos, que poseen extremos definidos creados 
сото resultado de la acción de enzimas de restricción es- 
pecíficas, tienen muchos usos. Las enzimas de restricción 
son herramientas de una utilidad tal en la investigación de 
la biología molecular moderna, que se han hecho accesibles 
comercialmente, Varias casas comerciales purífican y venden 
enzimas de restricción con diversas especificidades. 


Modificación: protección de la restricción 

Una parte integral de los sistemas de restricción-modifica- 
ción es la enzima modificante, la cual modifica las secuen- 
cias específicas en su propio DNA de manera que no sean 
atacadas por las propias enzimas de restricción de la célula. 
Tal modificación generalmente implica metilación de bases 
especificas dentro de la secuencia de reconocimiento, de 
modo que la nucleasa de restricción no pueda actuar, Así 
рага cada enzima de restricción debe haber una enzima de 
modificación, estando ambas enzimas fuertemente asocia 
das. Por ejemplo, la secuencia reconocida por la enzima de 
restricción EcoRI (véase Figura 10.344) puede modificarse por 
metilación de las dos adeninas más internas (Figura 10340). 
La enzima que lleva a cabo esta modificación se llama EcoRI 
metilasa. Incluso si se modifica una sola banda, la secuencia 
deja de ser un sustrato para la enzima de restricción EcoRI. 


Análisis del DNA mediante enzimas 

de restricción 

Сото se ha indicado, una molécula de DNA será cortada 
a nivel de secuencias específicas por шпа enzima de res 
tricción determinada. Puesto que las secuencias de bases 
reconocidas por un gran número de enzimas de restricción 
poseen entre cuatro y seis nucleótidos de longitud, habrá un 
número limitado de tales secuencias en una pieza de DNA. 
Después de cortar el DNA, los fragmentos generados pue- 
den separarse entre sí por electroforesis en gel. 

La electroforesis es el procedimiento por el cual molé- 
culas cargadas migran en un campo eléctrico, estando la 
velocidad de migración determinada por la carga y el ta 
maño de la molécula. En la electroforesis en gel las molé 
culas se separan en un gel, compuesto por lo general de 
эрагова о poliacrilamida. El gel es una malla compleja de fi- 
brillas y el tamaño del poro del gel, el cual controla la se- 
paración, puede ser manipulado por el experimentador. 
Los ácidos nucleicos (que están negativamente cargados) 
migrarán a través del gel, una vez que se aplique la co- 
triente eléctrica, a velocidades dependientes de la forma y 


tamaño de la molécula. Moléculas pequeñas o compactas 
migran más rápidamente que las moléculas grandes. Des- 
pués de un periodo definido de tiempo de migración el gel 
puede «teñirse» con un compuesto que se una al ОМА. Si 
se usa bromuro de etidio (véase Sección 10.3) como colo- 
rante, las bandas fluorescen bajo la luz ultravioleta, 

En la Figura 1035, se muestra un gel típico de agarosa. En 
la calle A, se ha aplicado una digestión estándar, de la que se 
conoce el tamaño de cada banda. Las otras calles contienen 


® 


ШЕТШЕ Becroioresis de DNA en gel де agarosa (a) La mues- 
tra de DNA se carga en los pocils de un gel de agarosa parcialmente 
sumergido, ©) Fotografía de un gel de agarosa teñido. El DNA ha sido 
Cargado en росйов hacia la parte superior del gel, como se indica, y el 
polo positivo del campo léctrico está en la parte inferior, La muestra de 
la calle A contiene fragmentos de tamaño conocido que se usan como 
estándares. Usando los estándares, se puede determinar el tamaño de 
los fragmentos en las otras calles. Aunque cada banda de una calle 
particular contiene el mismo número de moléculas fragmentadas, las 
bandas infenores se bhen menos intensamente porque los fragmentos 
son más pequeños y, quimicamente, hay menos ОМА para teñir 
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mosoma de Escherichia colidigerido con la enzima de re 


enzima de restricción se indican con flechas. La imagen se construyó. 
Sección 9.10) como es 


y de otras Bacteria como Delnococcus radiodurans 


una fuente de DNA purificado (en este caso un plásmid 
cortado por una о más enzimas de restricción. Dado que ш 
terminada enzima de 


) 


restricción siempre corta en el mis- 
mo sitio, el modelo de bandeo es reproducible, y puede 
h T 

Esta técnica se 


min: maño de los fragmentos usando un estûnd: 
liza para generar un mapa físico del DNA, 
en el que los sitios que se mapean no son genes o muta 
nes sino la localización de 
n de mapa 
hacer varias digestiones con varias enzimas d 


y sitios de restricción de las en- 


físicos de esta manera impli 


solas o en combinaciones, y luego determinar cómo deben ог. 
denarse las piezas, de manera similar a la resolución de un 


rompecabezas. Cada calle en el gel mostrado 


la Figura 
10.35 contiene muchos millones de fragmentos idénticos de 
DNA, El acoplamiento de la digest 

tricción de una sola molécula de DNA con 
permite confeccionar directamente un mapa a partir de la 
observación de los cortes en un 
ca, llamada mapeo óptico, se muestra en la Figura 10.36. 

Los fragmentos de DNA pueden purificarse a partir de 
geles, lo que resulta útil en algunos expérimentos de clo- 
nación (véase Sección 10.15). Sin embargo, se pueden dar 
otros usos a estos geles, uno de los cuales implica la hibri- 
dación de ácidos nucleicos o simplemente hibridación. 

Recuérdese (wise Sección 7.2) que cuando se desnatu: 
гайга el DNA (ie., se hace monocatenario), puede utilizar 
se para formar moléculas híbridas con otras moléculas de 
DNA monocatenario (o RNA) que posean secuencias com 
plementarias o casi complementarias, Estas úl 


n con enzimas de res- 


a microscopía 


única molécula. Esta técni- 


as molé- 
culas se llaman sondas de ácidos nucleicos, o simplemente, 
sondas. La hibridación puede ser muy útil para encontrar 
secuencias similares en elementos genéticos diferen 
para encontrar la localización de un gen específico, Е. М. 

uthern desarrolló una técnica para hibridar con sondas 
fragmentos de DNA que han sido separados рог electrofo- 
resis en gel. Los fragmentos de DNA del gel se transfieren 
а una membrana y se desnaturalizan. La membrana se ex- 
pone luego a una sonda marcada para permitir que se for- 


apeo óptico de fragmentos de restricción. La figura muestra 


лә micrograña de fluorescencia digital de una porción del cro- 


inicción Хо! (originalmente aislada de Xanthomonas holica). Los sitios de corte para la 


de imágenes. Se utilizó el DNA del bacteriófago lamb- 


апда del tamaño, El sistema se ha usado para crear mapas de restricción del cromosoma completo de Е. col, 


men híbridos sí la sonda es complementaria a cualquiera 
de los fragmentos (los propios fragmentos quedan fijados 

y no pueden regenerar la doble hélice). Los 
sitios de hibridación pueden detectarse revelando el mar 
caje que se ha unido a la membrana. Las sondas pueden 
marcarse с iedad de agentes 
que producen compuestos coloreados o incluso emiten luz, 
El procedimiento de hibridación, cuando el DNA está en el 
т y la sonda es DNA о RNA, se llama Southern blot, de- 


radiactividad o con una v 


123456 
- 
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IEA versterencia Souten. (Panel de la zquerda) Bec 
эген en gel de agarosa de las moléculas de DNA, Las moléculas de 
ОМА purificado de diferentes plésmidos se trataron con enzimas de res- 
tricción y se sometieron a electroforesis. (Panel de la derecha) Transte- 
rencia Southern, del gel de DNA mostrado а la izquierda. Tras la 
inmunotransterencia se realzó la hibridación con la sonda marcada ra- 
'dectivamente, Las posiciones de las bandas se detectaron por una fi 
Sograía de rayos X Nótese que sólo algunos de los fragmentos de DNA 
tenen secuencias complementarias a las de las sondas marcadas. La 
linea 6 contiene el DNA usado como marcador de tamaño y ninguna de 
sus bandas hibridiza con la sonda. 
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bido al científico que lo descubrió. Cuando en el gel hay 
RNA y la sonda es DNA о RNA, el procedimiento se llama 
Northern blot. (Un Western blot o inmunoblot implica protei- 
па en el gel y un anticuerpo como sonda, véase Sección 
2412.) La Figura 1037 muestra cómo puede utilizarse un 
Southern blot para identificar fragmentos de ОМА que con- 
tenga una región (o un gen) que hibride con la sonda. 


У 10.12 Revisión de conceptos 


Las enzimas de restricción son enzimas celulares que recono- 
cen secuencias específicas cortas en el DNA y producen un cor- 
te en cada una de las cadenas sencillas, tan cercanos entre sí, 
que el resultado es un corte en la doble cadena del DNA, Los 
productos de la digestión con una enzima de restricción pue- 
Чеп separarse mediante electroforesis en gel. 


¿Por qué las enzimas de restricción son útiles en genética? 
Y Qué es un Southern blot? 


[10.13] Secuenciación y síntesis de DNA 


Otro avance técnico que cambió el estudio de la genéti 
fue el desarrollo de métodos para secuenciar DNA. Ade- 
más, existen procedimientos para sintetizar moléculas de 
DNA con secuencias definidas para utilizarse como sondas 
(véase Sección 10,12), ayudar en la secuenciación de DNA, 
O incluso construir genes enteros (vénse Sección 31.15). 


Secuenciación del DNA 

A mediados de la década de los 70, se desarrollaron dos 
procedimientos diferentes para secuenciar ОМА: el méto- 
do de Maxim y Gilbert y el método de los dideoxi de Sanger. 
En su versión original, ambos métodos generan fragmentos 
de DNA que terminan en una de las cuatro bases y que son 
radiactivos, Estos fragmentos se someten luego a electro- 
foresis en gel de manera que separen еп el mismo molécu- 
las que difieren en sólo un nucleótido de longitud. Ambos 
procedimientos implican cuatro calles separadas para la 
determinación de cada secuencia, una para cada grupo de 
fragmentos que terminan en una de las cuatro bases del 
DNA: adenina, guanina, citosina y timina. Las posiciones 
de los fragmentos se localizan por autorradiografía y las 
secuencias se leen en el gel. 

Las diferencias entre los dos procedimientos surge del 
método que utilizan para generar los fragmentos aleatorios 
con nucleótidos conocidos en los extremos. El procedi- 
miento de Maxiam-Gilbert usa compuestos químicos que 
rompen el DNA preferentemente a nivel de cada uno de 
los cuatro nucleótidos. En el procedimiento dideoxi de San- 
Ber, la secuencia se determina en la práctica generando una 
сора de la cadena sencilla del DNA, utilizando la enzima 
DNA polimerasa. Esta enzima usa desoxirribonucleósidos 
trifosfato como sustratos y los añaden a un iniciador (vénse 
Sección 7.5). En las mezclas de incubación (cuatro tubos de 
ensayo separados), hay pequeñas cantidades de cada uno 
de los análogos dideoxi de los desoxirribonucleósidos tri- 
fosfato (véase Figura 10.38). Puesto que el dideoxiazúcar 
carece del 3'-hidroxilo, la cadena no puede continuar alar- 
gîndose, El análogo dideoxi actúa como un reactivo especi- 
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DiGeovinuclsbtidos y secuenciación por ol método de 
Sanger (a) Un deoxinucieótido normal lane un grupo hidroxilo en el car- 
bono 3', mientras que un dideoxinucieótido no lo tene. (b) Tras la incor- 
poración de un didecxinucieótido causará la terminación de la cadena. 


fico de terminación de la cadena, Se obtienen fragmentos de 
longitud variable, dependiendo de las condiciones de in- 
cubación. Los fragmentos de ácido nucleico formado son 
radiactivos debido a la utilización de un iniciador radiacti- 
vo о un deoxinucleósido trifosfato en las reacciones, Se Ie- 
va a cabo la electroforesis de estos fragmentos y mediante 
autorradiografía se determina la posición de las bandas rar 
diactivas. Alineando las cuatro calles de dideoxirribonu- 
cleótidos y anotando la posición vertical de cada 

en relación con su vecino, puede leerse en el gel la secuen- 
cia de la copia del DNA (Figura 10.39). 

Una ventaja importante del método de Sanger es que 
puede usarse para secuenciar tanto RNA como DNA, Para 
secuenciar RNA, se hace una copia del DNA monocatena- 
rio (utilizando el RNA como molde) mediante la enzima 
transcriptasa reversa. Al sintetizar el DNA monocatenario 
en presencia de los dideoxinucleótidos, se generan frag- 
mentos de DNA de tamaño variable adecuados para ser se- 
cuenciados por el método de Sanger. La secuencia del RNA 
se deduce de la del DNA mediante las reglas de aparea- 
miento de bases. Para determinarla secuencia del DNA de 
una molécula larga, tal como un gen completo, es necesario 
proceder en etapas. Primero se rompe el DNA en pequeños 
fragmentos que se solapen y se determina la secuencia de 
cada fragmento. Utilizando los solapamientos como guía, 
puede deducirse la secuencia de la molécula completa. 
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Las solicitudes de proyectos que implican secuencia- 
ción de genomas enteros (véase Capítulo 15) han conduci- 
do al desarrollo de sistemas de secuenciación enzimática 
del DNA. Con tales sistemas, las reacciones de secuencia- 
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ción se basan aún en la metodología dideoxi, pero se utili- 
zan iniciadores marcados con colorantes fluorescentes (o 
bases), de manera que se puedan detectar las bandas fácil- 
mente. Los productos se separan mediante electroforesis 
automatizada y las bandas se detectan mediante espec- 
troscopía de fluorescencia. En un procedimiento, cada una 
de las cuatro reacciones diferentes usan un colorante fluo- 
rescente diferente, de manera que las cuatro reacciones 

¡correrse en una única calle. Los resultados son ana- 
lizados por una computadora y la secuencia se imprime de 
manera que cada una de las cuatro letras aparece en un co- 
lor determinado (Figura 10.39), 

Nótese que la secuenciación tipo Sanger requiere un ini- 
ciador de secuencia conocido. Esto es, el iniciador debe ser 
complementario a una porción del DNA que se va a se- 
cuenciar. Este obstáculo es fácilmente superado ya que el 
DNA que se va a secuenciar ha sido clonado (véase Sección 
10.14); así la secuencia conocida a utilizar será la del vector 
de clonación (véanse Secciones 10.15 y 10.16). El propio ini- 
ciador puede sintetizarse químicamente: 


DNA sintético 
Los procedimientos para obtener DNA sintético pueden 
ser completamente automatizados de modo que se puede 
hacer un oligonucleótido de 30-35 bases en unas horas y, si 
es necesario, se pueden hacer oligonucleótidos de más de 
100 bases de longitud. Para la síntesis de poligonucleóti- 
dos más largos, los oligonucleótidos deben unirse enzimá- 
ticamente usando una ОМА ligasa. 

El DNA se sintetiza en un proceso de fase sólida en el que 
el primer nucleótido de la cadena se sujeta а un soporte po- 
тозо insoluble (tal como silica gel con un tamaño de parti- 
Cula de 50m). El proceso completo, cuyos detalles químicos 
no nos interesan ahora, se muestra en la Figura 10.40. Se 
necesitan varias etapas para la adición de cada nucleótido. 
Después de completarse cada etapa, se extrae la mezcla de 
жез са ROPES ШАЛУ sn epi a esla eo 

۳ 


nes que adicionan el siguiente nucleótido, Una vez que se 
alcanza la longitud deseada, el oligonucleótido se libera del 
soporte de la fase sólida y se purifica para eliminar los sub- 


productos y los contaminantes. 

Las moléculas de DNA sintético se utilizan ampliamente 
con fines variados. Además de su uso como iniciadores para 
secuenciar DNA, se usan como iniciadores para la reacción 
de la polimerasa en cadena (vénse Sección 10.7). Además, 
se utilizan como sondas para detectar, mediante hibridación 
de ácidos nucleicos, secuencias de DNA (Figu- 
та 1037). Más adelante (vénse Sección 10.18) se describirá 
cómo puede usarse DNA sintético en un proceso llamado 
mutagénesis dirigida para crear mutaciones en lugares es- 
pecíficos del genoma. 


Secuenciación del DNA mediante el método de Sanger (a) La banda. 


¡del DNA moide es el ОМА cuya secuencia sa quiere determinar. Nótese que deben rea- 
lizarse cuatro reacciones diferentes, una con cada nucleótido. (b) Una porción del gel 
соп los productos de rescción. (c) Resultado de la secuenciación del mismo ОМА 
mostrado en (a) y (b). pero usando un secuenciador automático y marcajes fluores- 
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Olgonucledtido; 
ве purifica y se usa 


Procedimiento para la síntesis de tragmentos de DNA 
де secuencia dofnida en taso sólida. La sintesis química procede por 
эбдо de nucleótidos, de uno en uno, de la cadena en crecimiento. 


/_10.13 Revisión de conceptos 


El DNA puede secuenciarse por el método de Sanger, que im- 
plica copiar el DNA que se va a secuenciar pero utilizando di- 

'deoxinucleótidos que terminan la cadena. Los productos finales 
эе separan por electroforesis y se len las secuencias. Los ini- 
adores de DNA cortos requeridos por este método pueden sin- 
letizarse químicamente. 


/ ¿Por qué los métodos utilizados para secuenciar DNA re- 
quieren el uso de cuatro reacciones diferentes? 


[10.14] Clonación molecular 


ión molecular está en la base de la mayoría de 
los procedimientos de ingeniería genética y ha facilitado 
enormemente el análisis de cualquier genoma. La finalidad 
Че la clonación molecular (también llamada clonación gé- 
nica) es aislar grandes cantidades de genes específicos о 
fragmentos cromosómicos en forma pura. Aunque teórica- 
mente es posible aislar físicamente fragmentos de DNA 
puro mediante digestión de DNA cromosómico соп enzi- 
тав de restricción (vénse Sección 10.12), una ligera reflexión 
demostrará la imposibilidad práctica de esta aproximación 
«experimental. Considérese que incluso para un organismo 
¡genéticamente simple como Escherichia coli, un gen especí- 
fico representa 1-2 kilobases (kb) de un genoma de más de 


4600 kb. Un gen medio de E. соі representa, por término 
medio, menos del 0,05% del total del DNA celular. En hu- 
manos, el problema es incluso peor debido no sólo a que las 
regiones codificantes de los genes estándares son mucho 
más grandes que en E. coli, sino a que el genoma es casi 
1000 veces mayor. Por el contrario, el ОМА del bacterió 
go lambda tiene sólo 50 kb, y el DNA de algunos plásmidos 
es de menos de 5 kb. En estos elementos genéticos, un gen 
de tipo medio representa el 2-40% del DÑA. 

Por tanto, la estrategia básica de la clonación molecular 
consiste en trasladar el gen o región deseada, desde un ge- 
пота grande y complejo, a otro pequeño y sencillo. Afor- 
tunadamente, nuestro conocimiento de la química y 
enzimologia del DNA nos permiten separar y juntar molé- 
culas de DNA in vitro. Este proceso se conoce сото recom- 
binación in vitro. Las enzimas de restricción, la DNA ligasa 
(véanse Secciones 7.6 y 10.12) y el DNA sintético (véase Sec- 
ción 1013) son importantes herramientas utilizadas en la 
recombinación in vitro. 

La clonación molecular puede dividirse en varias etapas: 


1. Aislamiento y fragmentación del DNA de partida. 
Éste puede ser DNA genómico de un organismo de 
interés, DNA sintetizado a partir de un molde de RNA 
por la transcriptasa reversa (véase Sección 9.12), el 
DNA sintetizado por la reacción de la polimerasa en 
cadena (véase Sección 10.17) o incluso DNA totalmente 
sintético hecho in vitro. Si la fuente es DNA genómico, 
se corta por lo general con enzimas de restricción para 
originar una serie de fragmentos. 


2. Unión de los fragmentos de DNA a un vector de clona 
ción con DNA ligasa. Los pequeños elementos genéticos 
usados para replicar genes se conocen como vectores de 
clonación. Los vectores de clonación están general- 
mente diseñados para permitir la recombinación de 
DNA foráneo en un sitio de restricción que corta el vec- 
tor sin afectar a su replicación. Si el DNA de partida y 
el vector se cortan con la misma enzima de restricción, 
la unión puede lograrse por acoplamiento de las re- 

monocatenarias llamadas «extremos cohesivos» 
(айке Sección 10.12 y Figura 7.7). Los «extremos romos» 
generados por diferentes enzimas de restricción pue 
den también unirse mediante el uso de adaptadores 
(«DNA linkers»). Las propiedades de los vectores de 
clonación se comentan en las Secciones 10.15 y 10.16, 
así como en el Capítulo 31 


3. Introducción y mantenimiento en un organismo hos- 
pedador. El DNA recombinante generado en el tubo de 
ensayo se introduce en un organismo hospedador, por 
ejemplo, mediante transformación con el DNA (véase 
Sección 10.6), donde pueda replicarse. La transferencia 
del DNA al hospedador genera a menudo una mezcla 
de clones. Algunas cólulas contienen el gen deseado 
clonado, mientras otras células contienen otros clones 
generados por unión de otros fragmentos de DNA al 
vector. Esta mezcla de clones se denomina genoteca о 
librería de genes ya que pueden purificarse muchos 
clones diferentes a partir de la mezcla, conteniendo 
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cada uno diferentes segmentos de DNA clonados pro- 
cedentes del organismo elegido. La confección de una 
librería de genes por clonación de fragmentos aleato- 
rios de un genoma se llama clonación por shotgun. 


/_10.14 Revisión de conceptos 


El aislamiento de un gen específico o región de un cromosoma 
por clonación molecular se hace generalmente usando un plás- 
mido o virus como vector de clonación. Las enzimas de restric- 
ción y la DNA ligasa se utilizan en un proceso de recombinación 
in vitro para producir la molécula de DNA hibrido. Una vez in- 
troducido en un hospedador adecuado, el DNA diana puede 
ser producido en grandes cantidades bajo el control del vector 
de clonación. 


/ ¿Cuáles la finalidad de la clonación molecular? 


/ ¿Qué papel desempeñan el vector de clonación, las enzimas 
de restricción y la DNA ligasa еп la clonación molecular? 


MN === 
clonación 


Los plásmidos se replican independientemente del cromo- 
soma del hospedador (обе Sección 10.8). Además de llevar 
los genes requeridos para su propia replicación, la mayoría 
de los plásmidos son vectores naturales porque con fre- 
cuencia llevan otros genes que confieren propiedades im- 
portantes a sus hospedadores. Tales genes pueden ser 
adquiridos por recombinación dentro del hospedador. En 
ingeniería genética, los genéticos añaden genes a un plás- 
mido en el tubo de ensayo. 

Los plásmidos poseen propiedades muy útiles como 
vectores de clonación. En estas propiedades se incluyen (1) 
ви pequeño tamaño, que hace que este DNA sea fácil de ais- 
lar y manipular; (2) su origen de replicación independiente, de 
manera que la replicación del plásmido en la célula ocurre 
independientemente del control directo del cromosoma; (3) 
su número múltiple de copias, de manera que en la célula pue- 
den estar presentes varias о numerosas copias, lo que 
posibilita la amplificación del DNA, y (4)la presencia de 
marcadores seleccionables, tales como genes de resistencia a 
antibióticos, haciendo así más fácil la detección y selección 
de los clones que contienen el plásmido. 

Aunque en el ambiente natural los plásmidos conjuga- 
tivos se transfiren generalmente por contacto célula a célu- 
la, los plásmidos vectores de clonación han sido modificados 
a fin de evitar su transferencia por conjugación y asi lograr 
su contención biológica. Sin embargo, en el laboratorio es 
posible realizar la transferencia por transformación o elec- 
troporación (véase Sección 10.6), Dependiendo del sistema 
hospedador-plásmido, la replicación del plásmido puede 
estar bajo шп estricto control celular, en cuyo caso sólo se 
hacen algunas copias, о bajo un control celular relajado, en 
cuyo caso se produce un gran número de copias. А menu- 
do, conseguir un número de copias alto es importante en la 
clonación de genes, y, mediante una adecuada selección del 
sistema lor-plásmido y una manipulación de la sín- 
tesis celular de las macromoléculas, se pueden conseguir 
varios miles de copias del plásmido por célula. 


El Plásmido pBR322 

En la Sección 10.9, comentamos cómo el plásmido Е podía 
obtener genes del cromosoma de Escherichia coli in vivo, ori- 
ginando los plásmidos F'. Por tanto, uno podría imaginar 
la utilización de F іп vitro. Sin embargo, el plásmido F es 
demasiado grande (casi 100 kb, véase Figura 10.17) para re- 
sultar útil, y no tiene marcadores fácilmente seleccionables, 
Incluso así, los primeros vectores de clonación plasmídicos 
utilizados eran plásmidos naturales. Sin embargo, éstos fue- 
ron reemplazados pronto por plásmidos resultantes de ma- 
nipulaciones їп vitro. Un ejemplo de estos plásmidos 
modificados utilizados como vectores de clonación es 
PBR322, que se replica en Escherichia coli (Figura 1041), El 
plásmido pBR322 tiene un número de características que 
lo hacen adecuado como vector de clonación. 


1. Es relativamente pequeño, sólo 4361 pares de bases. 

2. Se mantiene de forma estable en su hospedador (Es- 
cherichia coli) en un número de copias relativamente 
alto, 20-30 copias por célula. 

3. Puede ser amplificado hasta un número elevado (1000- 
3000 copias por célula, aproximadamente el 40% del 
genoma) por inhibición de la síntesis proteica median- 
te la adición de cloranfenicol. 

4. Es fácil de aislar en la forma superenrollada usando di- 
versas técnicas sencill 

5. Se puede insertar en él una cantidad razonable de DNA 
foráneo, aunque los insertos de más de 10 kb lo con- 
vierten en inestable. 

6. Se conoce la secuencia completa de bases de este plás- 
mido, lo que permite localizar sitios en los que pueden 
actuar las enzimas de restricción. 


[ Figura 10.41 Esvuci ве piásmido райз22, uno de los prime- 
тоз y más utlizados vectores de clonación, mostrando las caracteris- 
ticas esenciales. La flecha indica la dirección de la replicación del DNA 
a partir del origen. 
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7. Existensitios únicos de corte para varias enzimas de res- 
fricción tales como PstI, Sall, EcoRI, Hindili у BamHI. 
Es importante disponer de un solo sitio de reconoci- 
miento para al menos una enzima de restricción, por- 
que así el tratamiento con esta enzima permite linearizar 
el plásmido sin que pierda ningún fragmento. 

в. Posee un gen responsable de la resistencia a ampicilina 
y otra que confiere resistencia a tetraciclina. Estos genes 
permiten seleccionar fácilmente los transformantes que 
contienen el plásmido. Los sitios reconocidos por al 
gunas de las enzimas de restricción están dentro de uno 
u otro de estos genes de resistencia, facilitando la iden- 
tificación de los plásmidos que llevan el DNA clonado 
(véase más adelante) 


9. Puede ser fácilmente introducido en las células por 
transformación. 


El uso del plásmido pBR322 en la clonación de genes 
se muestra en la Figura 10.42. Como hemos visto, el sitio 
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Er озо del plásmido рВАЗ22 como vector de dona- 
ción, mostrando cómo la inserción de ОМА foráneo causa la inactiva- 
сбл del gen de la resistencia a tetraciclina, y permitiendo la inmediata 
identificación de transtormantes que contengan el fragmento de DNA 
clonado. 


ВатН1 está dentro del gen de resistencia a tetraciclina y 
el sitio Pstl está dentro del gen de resistencia a la ampi- 
cilina. Si el DNA extraño se inserta en uno de estos sitios, 
se perderá la resistencia al antibiótico conferida por el 
gen que contiene ese sitio, un fenómeno conocido сото 
inactivación insercional. La inactivación insercional se 
usa para detectar la presencia del DNA clonado dentro 
del plásmido. Así, cuando pBR322 se digiere con BamHI 
y se liga a DNA extraño, у luego se aislan los clones bac- 
terianos transformados, aquellos clones que sean re- 
sistentes a ampicilina y tetraciclina carecerán de DNA 
extraño (el plásmido incorporado en estas células repre- 
senta DNA del vector que se ha reciclado sin incorporar 
el DNA exógeno). Sin embargo, las céluas que son toda- 
vía resistentes a ampicilina pero sensibles a tetraciclina con- 
tienen el plásmido con DNA exógeno incorporado, Puesto 
que la resistencia a ampicilina y la resistencia a tetraci- 
clina pueden determinarse independientemente en pla- 
cas de agar, resulta fácil aíslar bacterias que contengan 
los clones deseados y eliminar las células que no conten- 
gan el plásmido. 

El plásmido pBR322 representa una generación tem- 
prana de vectores de clonación construidos їп vitro. Exis- 
ten ahora nuevas generaciones de vectores plasmídicos que 
se han construido de manera que posean características más 
útiles y que son más sencillos de manejar. Estas nuevas са- 
racteristicas casi siempre incluyen un sitio de clonación 
múltiple (polylinker), un segmento corto de DNA con mu- 
chos sitios de restricción diferentes, cada uno de ellos úni- 
соеп el vector. Este sitio de clonación múltiple suele estar 
contenido en la región codificante de un gen cuya inacti- 
vación insercional es fácil de seguir. Tales características se 
encuentran también en los vectores de bacteriófagos, y un 
ejemplo específico se muestra en la Sección 15.1. Algunas 
veces la inactivación insercional puede utilizarse como se- 
lección positiva. Por ejemplo, hay un protocolo que permi- 
te la selección de bacterias que han perdido la resistencia a 
tetraciclina, En algunos de los vectores desarrollados re- 
cientemente, el gen que lleva el sitio de clonación múltiple 
produce normalmente una proteína que es letal para el hos- 
pedador: Por tanto, sólo podrán crecer las células en las que 
este gen haya sido inactivado. 

La clonación en plásmidos es un procedimiento versá- 
til y bastante habitual, de uso generalizado en ingeniera 
genética, particularmente cuando el fragmento a clonar es 
relativamente pequeño. Los plásmidos se usan con fre- 
cuencia como vectores de clonación si se desea que el gen 
clonado se exprese (véase Sección 31.4). 
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Los plásmidos son vectores de clonación útiles porque son fá- 
ciles de aislar y purificar, y son capaces de multiplicarse en un 
número de copias alto, en las células bacterianas. Los genes de 
resistencia a los antibióticos de los plásmidos se utilizan рага 
identificar las células bacterianas que contengan el plásmido. 


Z Explique por qué es mejor utilizar una enzima de restric- 
ción que corte el plásmido vector sólo una vez. 
/ Qué es la inactivación insercional? 
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bacteriófago lambda como 
vector de clonación 


Recuérdese que durante la transducción especializada (néa- 
se Sección 10.7) algunos genes del hospedador se incorpo- 
ran en el genoma del bacteriófago. Un fago que se utiliza 
сото fago especializado en la transducción es el bacterió- 
fago lambda (véase Sección 9.10). Durante la transducción 
especializada, el fago lambda actúa como un vector, pero 
la recombinación tiene lugar en la célula, no en el tubo de 
ensayo. Sin embargo, lambda puede utilizarse como un 
vector de clonación para la recombinación in vitro. Es un 
vector de clonación particularmente útil porque se conoce 
bien su genética molecular, puede retener más DNA que la 
mayoría de los plásmidos, y el DNA puede ser eficiente- 
mente empaquetado in vitro dentro de las partículas de 
fago. Estas pueden utilizarse para infectar células hospe- 
dadoras, y la infección es mucho más eficiente que la trans- 
formación (transfección). Lambda tiene un mapa genético 
complejo (vénse Figura 9.18) y un gran número de genes. 
Resulta particularmente importante para su uso como vec- 
tor que la porción central del genoma de lambda, entre los 
genes Гу №, no es esencial y puede ser reemplazado con 
DNA foráneo. 


Fagos lambda modificados 

La estirpe silvestre del fago lambda no es adecuada como 
vector de clonación porque tiene demasiados sitios para las 
enzimas de restricción. Para evitar esta dificultad, se han 
construido fagos lambda modificados. En un tipo de fagos 
lambda modificados, los llamados fagos Charon, se han eli- 
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minado los sitios de restricción no deseados por mutación 
puntual, deleción o sustitución. En variantes que tienen so- 
lamente un único sitio de restricción, puede insertarse una 
pieza de DNA, mientras que en las variantes con dos sitios, 
el DNA exógeno puede reemplazar a un segmento especifi- 
<o del DNA de lambda. Estas últimas varones, llamadas 
vectores de reemplazamiento, son especialmente útiles 
para la clonación de fragmentos grandes de DNA. 

La Figura 1043 muestra alguno de los caracteres esen- 
ciales de lambda silvestre y de dos vectores Charon. Mien- 
tras que lambda tipo silvestre contiene cinco sitios EcoRI, 
Charon 4A contiene tres y Charon 16 solamente uno, Cha- 
ron 4 se usa como vector de reemplazamiento; los dos pe- 
queños fragmentos internos son cortados y descartados 
durante la clonación. Con Charon 16, el DNA que va a clo- 
narse se inserta en el único sitio EcoRI. Tanto Charon 4А 
сото Charon 16 contienen deleciones (no mostradas en la 
figura) que no sólo eliminan algunos sitios que se encuen- 
tran en el fago lambda tipo silvestre sino que hacen el 
genoma más pequeño. Esto permite la clonación de frag- 
mentos más grandes de DNA. 

Ambos vectores también contienen mutaciones por sus- 
titución, que se muestran en la Figura 10.43, Una de las 
sustituciones es el gen de la f-galatosidasa. Cuando los vec- 
tores se replican en una cepa lactosa negativa (Lac ) de Es- 
cherichia coli, se sintetiza f-galactosidasa a partir del gen 
del fago y la presencia de placas lactosa positivas (Lac*) 
puede detectarse utilizando un agar con indicador de color 
(oéase Sección 15.1). Si un gen foráneo se inserta dentro del 
gen de la f-galactosidasa, el carácter Lac" se pierde, Tales 
placas Lac pueden detectarse fácilmente como placas іп- 
coloras en un fondo de placas coloreadas. 
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[aura 104a TTT соп ci tago lambda” Mapa genótico abreviado dal Gaciarólago lambda, mostrando os extremos ches 
vos como circulos (véase Figura 9.18. Charon A4 y 16 son derivados de lambda que tenen varas sustituciones y deleciones en la región quo no 
es esencial. Una de las sustituciones en cada caso es un gen Ga) que codifica ы enzima $ qalactosidasa la cuai permite detectar los ciones 
que contienen este fago. Mientras que el genoma de Бро sivestre de lambda ез de 48,5 idopores de bases, e! de Charon 4A es де 45 y el де 
Charon 16 es de 41.7 klopares де bases. Las fechas (  ), que se muestran encima de cada uno de los mapas, indican ios sitos reconocidos 


por la enzima de restricción EcoRI. 
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Pasos en la clonación con el fago lambda 
La clonación con vectores lambda de reemplazamiento im- 
plica los pasos siguientes (Figura 10.44): 


1. Aislamiento del DNA del vector a partir de partículas 
de fago y digestión con una enzima de restricción apro- 
piada. 
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Е uso del bacteriófago lambda como vector de cio- 
ación. (Para detalles, véase el texto). 


2. Ligazón de los dos fragmentos de lambda con frag- 
mento de DNA foráneo usando DNA ligasa. Se esco- 
gen las condiciones para que se formen moléculas de 
una longitud adecuada que permita su empaqueta- 
miento en las partículas de fago. 


Empaquetamiento del DNA, añadiendo extractos de 
fago que contengan las proteínas de la cabeza y de la 
cola, y permitan la formación de partículas de fago 
viables. 


4. Infección de Escherichia coli y aislamiento de clones de 
fago, recogiendo las placas de lisis generadas por una 
сера hospedadora. 


5. Detección del DNA clonado en el fago recombinante, 
mediante hibridación de ácidos nucleicos u observa- 
ción de propiedades genéticas. 


La selección de recombinantes es menos problemática 
cuando se utilizan vectores lambda de reemplazamiento 
(como Charon 4А) que cuando se utilizan plásmidos, por- 
que, (1) la eficiencia de la transferencia de DNA recombi- 
nante a la célula por lambda es muy alta, y (2) los fragmentos 
de lambda que no han recibido nuevo DNA son demasiado 
pequeños para ser incorporados dentro de las partículas de 
fago. 

Aunque lambda es un vector de clonación útil, existen 
límites en cuanto a la cantidad de DNA que se puede in- 
sertar. La viabilidad de las partículas de fago es baja si el 
DNA es mayor que el 105% del DNA de lambda normal, y 
algunos genes de lambda no pueden eliminarse sin que se 
pierda parte de la capacidad del vector раға replicarse, Por 
tanto, no es posible clonar de forma eficiente fragmentos 
grandes de DNA (mayores de 20 kb). 


Cósmidos 

Un tipo de vector relacionado, que utiliza genes especifi- 
cos de lambda, es el llamado cósmido. Los cósmidos son 
vectores plasmídicos que contienen DNA foráneo y el si- 
tio соз (extremo cohesivo) procedente del genoma de lamb- 
da. Los sitios cos se requieren para empaquetar el DNA 
dentro de los viriones de lambda. Los cósmidos se cons- 
truyen a partir de plásmidos que contengan DNA clonado, 
ligando la región cos de lambda al ОМА del plásmido. El 
plásmido modificado puede ahora empaquetarse in vitro 
dentro de viriones de lambda, como se ha descrito ante- 
riormente, y las partículas de fago pueden utilizarse para 
transducir Escherichia coli. La construcción de cósmidos 
evita la necesidad de tener que transformar E. colí, cosa 
que en el mejor de los casos es un proceso ineficiente (véa- 
se Sección 106). 

Опа de las principales ventajas de los cósmidos es que 
pueden utilizarse para clonar grandes fragmentos de DNA. 
De esta manera, se necesitan menos clones para obtener 
una representación de todo el elemento Los cós- 
midos también permiten almacenar el DNA en partic 
де fagos en lugar de en plásmidos. Las partículas de fago 
son mucho más estables que los plásmidos, de modo que el 
DNA recombinante puede guardarse durante largos pe- 
riodos de tiempo. 
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Algunos bacteriólagos, tal como lambda, han sido modificados 
para convertirlos en vectores de clonación útiles, Con lambda se 
pueden clonar mayores cantidades de DNA foráneo que con 
muchos plásmidos. Además, el DNA recombinante puede ser 
empaquetado їп vitro para su eficiente transferencia a la célula 
hospedadora. Los vectores plasmídicos que contienen los sitios 
сов de lambda se llaman cósmidos, y pueden transportar un 
gran fragmento de DNA extraño. 


Y ¿Por qué es útil la posibilidad de empaquetar DNA recom- 
binante en un tubo de ensayo? 


Y ¿Quées un vector de reemplazamiento? 


Er 
en cadena de la polimerasa 


Los métodos convencionales de clonación molecular pue- 
den considerarse como herramientas para la amplificación 
del DNA in vivo, Sin embargo, el desarrollo del DNA sin- 
ético ha originado un nuevo método para la amplificación 
rápida del DNA їп vitro, la reacción en cadena de la poli- 
merasa (PCR). La reacción en cadena de la polimerasa pue- 
de multiplicar moléculas de DNA hasta miles de millones 
Че veces еп el tubo de ensayo, proporcionando grandes can- 
tidades de genes para su clonación, secuenciación o muta- 
génesis. La PCR hace uso de la DNA polimerasa que copia 
moléculas de DNA (véase Sección 7.5) 

La técnica de la PCR requiere que se conozca la secuen- 
cia nucleotídica de una región del gen deseado. Esto es ne- 
cesario porque para que funcione la PCR es necesario 
disponer de oligonucleótidos iniciadores cortos, comple- 
mentarios de secuencias presentes en el gen o genes de in- 
terés, Las etapas de amplificación del DNA en la PCR son 
las siguientes: 


1. En un sintetizador de nucleótidos se fabrican los dos 
oligonucleótidos iniciadores que flanquean el DNA 
diana (Figura 10.454), y se añaden en gran exceso al 
DNA diana desnaturalizado por calor. 


2. Cuando se ha enfriado la mezcla, el exceso de inicia- 
dores relativos al DNA diana asegura que la mayor par- 
te de la: i inici 


СЦ La reacción en cadena de la polimerasa (PCA) para la 


“amplificación de secuencias específicas de ОМА (a) El DNA diana se ca- 
lenta para separar las cadenas y, junto a la DNA polimerasa, se añade un 
gran exceso de dos oligonucieótidos iniciadores, uno complementario a 
1а cadena diana del ОМА y otro a la cadena complementaria. (b) Una vez 
hibridado el iniciador, la extensión de éste proporciona una сора del DNA 
bicatenario original. (c) Un posterior calentamiento, hibridación y extensión 
де iniciador, proporcionan un segundo DNA bicatenario. (d) El segundo 
DNA де doble cadena. (e) Dos ciclos adicionales de РСЯ rinden Ву 16 co- 
plas, respectivamente, de la secuencia del ОМА origina. ( Efecto de haber 
Corrido 20 ciclos de РСА sobre una preparación que contenía originalmente: 
10 copias del gen diana. Observe que la gráfica es semogaritmica. 
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DE LA POLIMERASA а 313 


3, La DNA polimerasa alarga los iniciadores usando las 
bandas diana como moldes (Figura 10450) 


а. Después de un periodo de incubación adecuado, se ca- 
lienta de nuevo la mezcla para separar las cadenas. Lue- 
go se enfría la mezcla para permitir que los iniciadores 
se hibriden con las regiones complementarias del DNA 
recién sintetizado, y se repite todo el proceso (Figura 
1045с-е). 


Asî, сайа «ciclo» de PCR implica las siguientes etapas: 
(1) desnaturalización por calor del DNA bicatenario diana, 
(2) enfriamiento para permitir el acoplamiento de inicia- 
dores específicos con el DNA diana, y (3) extensión de los 
iniciadores por la DNA polimerasa (Figura 10.45). Nótese 
Ius en la Figura 1045 cómo los productos de la extensión 

le un iniciador pueden servir de molde para el otro inicia- 
dor en el siguiente ciclo. La elegancia de la PCR reside en 
el hecho de que cada ciclo duplica literalmente el contenido 
original del DNA diana. En la práctica, suelen hacerse unos 
20-30 ciclos, lográndose así incrementar la secuencia diana 
entre 10 y 10° veces (Figura 10.45). 


PCR a temperatura elevada 
La técnica de la PCR original empleaba DNA polimerasa 
de Escherichia coli, pero debido a las altas temperaturas ne- 
cesarias para desnaturalizar las copias bicatenarias del 
DNA, la propia polimerasa se desnaturalizaba y había que 
reponerla en cada ciclo, Esto obligaba a limitar el número 
de ciclos que se podían realizar y resultaba muy caro. Este 
problema se resolvió al utilizar una DNA polimerasa est 
йе aislada de la bacteria termófila Thermus aquaticus. La 
DNA polimerasa de Т. aquaticus, conocida сото Tag poli- 
тети, es estable а 95°C y, por tanto, no se ve afectada por 
laetapa de desnaturalización empleada en la reacción de la 
РСК El uso de la Tag polimerasa también incrementó la es- 
ресїйсїда de la reacción de la PCR, ya que el DNA es co- 
piado a 72'C en lugar de а 37C, А altas temperaturas, 
Tatamente ocurre la hibridación inespecífica de los inicia- 
dores con el DNA no diana, por lo que el producto de la 
Tag PCR es más homogéneo que el obtenido utilizando la 
enzima de Е. сой. 

Un problema de la Таў polimerasa es que О posee fun- 
dên correctora (véase Sección 7.6) y, en consecuencia, co- 
mete más faltas que la enzima de Escherichia сой. La DNA 
polimerasa de la arquea hipertermofílica Pyrococcus furio- 
$us (temperatura Óptima de crecimiento, 100°C) (véanse 
Secciones 6.10 y 13,6), llamada Pfu polimerasa (о «vent 
polimerasa»), también es utilizada ampliamente, y es in- 
luso más termoestable que la Таў polimerasa. La Pfu po- 
limerasa tiene actividad correctora, lo que la convierte en 
luna enzima particularmente buena cuando la precisión es 

> crucial 

Debido al número de pasos altamente repetitivos inhe- 
entes a la técnica de la PCR, se han desarrollado máquinas 

_ que pueden ser programadas para realizar automática- 
mente los ciclos de calentamiento y enfriamiento. Dado que 
tada ciclo requiere solamente unos 5 minutos, el proce- 
“dimiento automatizado permite realizar grandes ampli- 
Ificaciones en sólo algunas horas (por el contrario, una 


amplificación semejante realizada por los métodos de clo- 
nación in vivo necesitaría varios días). Para cubrir la de- 
manda de DNA polimerasa termoestable en los mercados 
crecientes de la PCR y secuenciación de DNA, los genes 
que codifican estas enzimas se han clonado en E. coli у ве 
producen en grandes cantidades; el coste del método de la 
PCR es ahora una fracción de lo que fue cuando se introdujo 
esta técnica inicialmente. 


Aplicaciones de la PCR 

La PCR es una poderosa herramienta porque es de mane- 
jo simple, extremadamente específica, y extremadamente 
eficiente. Recuérdese que la cantidad de producto se dii- 
plica en cada etapa de amplificación, produciéndose un 
incremento exponencial. Esto significa que sólo se nece- 
sita que estén presentes en la mezcla unas cuantas molé- 
culas del DNA diana para comenzar la reacción. La 
reacción es tan específica que con iniciadores de 15 nu: 

cleótidos y altas temperaturas de anillamiento, los niveles 
de falsos apareamientos son extremadamente bajos y, en 
consecuencia, el producto formado debe ser relativamen- 
te homogéneo 

Aunque las máquinas de termociclado automatizado 
son más bien caras, la técnica ha alcanzado un amplio es- 
ресіго de aplicaciones porque lo que puede hacerse con la 
PCR (y el análisis del producto amplificado) permite reali- 

tan sólo algunas horas lo que anteriormente habría 
requerido unos días o incluso semanas a un laboratorio en- 
tero. Por tanto, la PCR puede ser extremadamente eficien- 
te en térmicos de coste y se utiliza actualmente en un 
amplio número de aplicaciones prácticas. 

La РСК es extremadamente útil para obtener ОМА 
para la clonación y secuenciación, ya que el gen o genes de 
interés pueden amplificarse fácilmente ві se conocen las 
secuencias flanqueantes. Como los iniciadores utilizados 
по tienen que ser completamente complementarios, la 
PCR se usa rutinariamente en estudios comparativos о 
evolutivos para amplificar genes de una variedad de fuen- 
tes donde el DNA ya ha sido clonado (y secuenciado) а 
partir de un organismo, En estos casos, los iniciadores se 
diseñan para regiones del gen que se cree que ве han con- 
servado a través de una gran variedad de organismos, De- 
bido a su sensibilidad, la PCR se ha utilizado para 
amplificar y clonar DNA de fuentes tales como los restos 
de humanos modificados е incluso muestras de animales 
о plantas ya extinguidos. 

La PCR se puede utilizar también para amplificar can- 
tidades muy pequeñas de DNA presentes en una mues- 
tra, Usando iniciadores adecuados, es posible encontrar 
e identificar una sola célula bacteriana en una muestra 
incluso en presencia de un gran número de otras espe- 
cies. Nótese, que cuando se amplifica el DNA de una bac- 
teria no es necesario crecer el organismo en el laboratorio, 
Por tanto, la PCR es una de las herramientas más efecti- 
vas para revelar a los científicos la enorme diversidad del 
mundo microbiano y dejar claro que los microorganis- 
mos que han sido cultivados representan una ínfima frac- 
ción de todos los microorganismos presentes en la 
naturaleza (véase Sección 18.5). Debido a esta capacidad 
de amplificar y analizar DNA sin necesidad de crecer los 
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microorganismos, la PCR ha alcanzado un importante va- 
lor en el diagnóstico microbiológico (vérse Sección 24.13). 
La PCR se ha utilizado también en la huella dactilar del 
DNA (Recuadro «Huella de DNA», Capitulo 31), una 
poderosa herramienta forénsica que permite la identifi- 
cación de individuos, o relaciones entre individuos, a par- 
tir de muy pequeñas muestras de sus DNAs. La PCR 
puede acoplarse a la transcripción reversa en un 
llamado RT-PCR. Esto puede ser muy útil cuando uno 
quiere producir grandes cantidades de DNA usando RNA 
como molde. 


/⁄__ 10.17 Revisión de conceptos 


La reacción en cadena de la polimerasa, un procedimiento para 
amplificar ОМА in vitro, hace uso de la DNA polimerasa estable 
al calor de procariotas termoflicos. El calor se utiliza para des- 
naturalizar el ОМА еп dos moléculas monocatenarias, cada una 
de las cuales es copiada por la polimerasa. A partir de un pe- 
queño oligonucleótido que actúa de iniciador para ampli 

el DNA diana, la polimerasa copia el DNA completo al que se 
asocia el iniciador, Tras un único ciclo de copia, las dobles ca- 
denas formadas se separan de nuevo mediante el calor, y se per- 
mite un nuevo ciclo de copia. Tras cada ciclo termal la cantidad 
Че DNA diana se duplica. 


Y ¿Por quë la PCR requiere iniciadores? 
Y ¿Por qué se necesita un iniciador para cada «extremo» del 
DNA que se va a amplificar? 


[тов Mutagénesis in vitro y 


Los métodos de la manipulación de DNA in vitro han abier- 
to todo un nuevo campo de la mutagénesis, Mientras los 
mutógenos convencionales (véase Sección 10.3) actúan al 
azar, mediante el uso de DNA sintético y las técnicas del 
DNA recombinante es posible introducir mutaciones en si- 
tios determinados con total precisión en los genes. Este 

зо se denomina mutagénesis dirigida. Es de esperar que 
las proteínas fabricadas por las cepas que lleven estas mu- 
taciones tengan propiedades diferentes de las proteínas del 
tipo silvestre, propiedades que, en ciertos casos, pueden 
predecirse a partir del conocimiento de la.estructura de la 
proteína. 


Mutagénesis dirigida 

Los primeros protocolos de mutagénesis dirigida incluían 
el tratamiento de bacteriófagos transductantes con mutá- 
genos químicos, seguido de la infección de la bacteria у 
del análisis de los mutantes, Tal estrategia tenía el efecto de 
incrementar la velocidad de mutación en una región limi- 
tada del genoma. Actualmente, se dispone de nuevas 
técnicas que permiten al investigador mucha mayor espe- 
cificidad: un par de bases de un gen pueden cambiarse a 
otro par de bases. Algunas de las técnicas son simples y 
muy poderosas, 

El procedimiento básico es sintetizar un corto oligode- 
soxinucleótido que contenga el cambio de bases deseado y 
dejar que hibride con un DNA monocatenario que conten- 
ga el gen de interés. El apareamiento es completo excepto 


en la pequeña región del cambio de bases. Entonces el frag- 
mento monocatenario corto del oligonucleótido sintético 
se extiende usando la DNA polimerasa, copiando de este 
modo el resto del gen. La molécula bicatenaria obtenida se 
introduce en un transformante y se seleccionan los mutan- 
tes рог un procedimiento ya descrito (véase Sección 10.6). 
El mutante obtenido se utiliza después en la producción de 
la proteína modificada (mutante). 

Un procedimiento completo de mutagénesis dirigida se 
ilustra en la Figura 10.46. Puede ser conveniente comenzar 
соп el gen de interés clonado en un vector de DNA топо- 
catenario. Un vector ampliamente utilizado para la muta- 
génesis dirigida es el bacteriófago M13 (véase Sección 16.5). 


опа en un vector 
Gen de monocaterano 
parida 
ONA 
monocatenano 
del ago MIS 
это con una base 
Margar la cadena 
1 sona con DNA 
polimerasa, 
4 Transtormación 
Clonar y seleccionar 
matarte 
[ Figura 10 4 Magerez dns usando ragmentos cortos de 
oigodeoxmbanucieondo sintético 
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Discutiremos el bacteriófago M13 como vector en el Capi- 
tulo 15. 


Mutagénesis con casete e interrupción génica 
Generalmente, debido al gran número de enzimas de res- 
tricción comercialmente disponibles y, por tanto, el gran 
número de diferentes secuencias de DNA que pueden ser 
cortadas, es posible encontrar varios sitios de restricción 
diferentes en el gen de interés. Si no se encuentra ningún si- 
tio en el gen para la enzima adecuada, о no está en la loca- 
lización requerida, es posible añadir estos sitios mediante 
mutagénesis dirigida (véase Figura 10.46). Si los sitios de 
restricción están muy próximos, el fragmento de DNA que 
está entre ellos puede cortarse y separarse, y luego susti- 

rse por un fragmento de ОМА sintético en el cual se han 
cambiado una o más bases, Estos fragmentos sintéticos 
llaman casetes y el proceso se conoce como mutagénesis 
«оп casete. 

La inserción de mutaciones puede tambi 
insertando simplemente un casete en un solo 
зе usan casetes para reemplazar secciones de genes, los ca- 
setes son por lo general del mismo tamaño que los frag- 
mentos de DNA del tipo silvestre. Sin embargo, el casete 
utilizado para obtener mutaciones por inserción puede ser 


бох 


[1] 


casi de cualquier tamaño, e incluso puede ser un gen com- 
pleto. De hecho, suelen utilizarse casetes que codifican 
proteínas que confieren resistencia a un determinado anti- 
biótico en el transformante. Este tipo de mutagénesis con 
casete se usa en un proceso llamado interrupción (disrup- 
ción) génica. El proceso de disrupción génica se ilustra en 
la Figura 1047. En este caso, un fragmento que lleva un gen 
que confiere resistencia a kanamicina, el casete kan, se in- 
serta en un sitio de restricción en un gen clonado. El vector 
que lleva este gen mutante es linearizado luego mediante 
un corte con una enzima de restricción, y el ОМА lineal se 
usa para transformar un hospedador y selecciona para re- 
sistencia a kanamicina. El plásmido linearizado no puede 
replicarse, de manera que las células resistentes surgirán 
por recombinación homóloga (véase Sección 10.5) entre el 
gen mutado que está en el plásmido y el gen silvestre pre- 
sente en el cromosoma. 

Las cólulas no solamente han adquirido la resistencia а 
kanamicina, sino que también han perdido la función del 
gen en el cual se insertó el casete kan, Por ello, estas muta- 
ciones se llaman también mutaciones «knockout», Este pro- 
ceso es similar a la búsqueda de mutaciones por inserción 
hechas por transposones (véase Sección 10.11), pero en este 
сазо el genético escoge exactamente qué gen recibirá la mu- 


Interrupción de un gon 
Зо la mutagénesis por casete (a) Un plasmido que 
contiene una copia cionada del gen X de tipo sil- 
vestre se corta con la enzima de restricción EcoRI 
y se mezcla con un fragmento de DNA (е caseta 
де la kanamicina), que contiene un gen capaz de 
сооп а una cólula resistencia a kanamicina y 
que habla sido obtenido utilizando la misma enzi- 
та бе restricción. Se ligan el plásmido cortado y 
о! caseto.(b) El producto do la hgazón es un piás- 
mido que contiene ahora el casete de kanamicina 
сото una mutación por inserción dentro del деп. 
X. Esto nuevo plásmido se corta ahora con una 
nueva enzima de restricción, Bam, у se utiliza 
рога transtormar una célula que contiene un gen 
X del tipo silvestre. (д.а célula transformada con- 
бепе el plásmido linearizado con un gen X inte- 
титрідо y su propio cromosoma con una сора 
del gen X sivestre, En algunas células осите re- 
combinación homóloga entre las formas silvestre 
y el mutante del gen X. (d) Las células que crecen 
еп presencia de kanamicina deben tener el case- 
te de kanamicina recombinado en su cromosoma, 
ya que el plásmido linearizado no se puede repli- 
Car. Estas células tienen una única copia del gen 
X interrumpido. Por lo general, esta disrupción 
anua toda función del gen X. 
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tación. Nótese que la disrupción génica en organismos ha- 
ploides produce células viables sí el gen que se ha inte- 
rrumpido no es esencial. Los experimentos de interrupción 
génica se usan ahora como un mecanismo para ver si un 
gen es esencial. Se han desarrollado métodos de interrupción 
génica en organismos superiores, incluidos los ratones. 


/_10.18 Revisión de conceptos 


Es posible fabricar in vitro moléculas de DNA sintético con la 
secuencia deseada y utilizarlas para construir directamente un 
gen mutado о para cambiar pares de bases de un gen, vía mu- 
agénesis dirigida. Los genes también se pueden interrumpir 
insertando en ellos fragmentos de DNA, llamados casetes. El 
casete insertado elimina la función del gen silvestre y a la vez 
confiere a la célula un fenotipo nuevo, y generalmente selec- 
cionable. 


Y Wor quë es útil la mutagénesis dirigida? 
/ Qué son mutaciones knockout? 


IV EL CROMOSOMA BACTERIANO 


Los tres mecanismos de intercambio genético descritos en 
este capítulo, transformación, transducción y conjugación, 
pueden usarse para mapear las localizaciones de varios ge- 
nes (en realidad, mutaciones en genes) en el cromosoma. En 
Escherichia col, los genes fueron mapeados en una región 
particular del cromosoma usando la conjugación, Emplean- 
do cepas Hfr con orígenes en diferentes lugares, es posible 
mapear la dotación completa de los genes bacterianos. 

La conjugación no permite ordenar genes que están 
estrechamente ligados. Por tanto, la transducción gene- 
ralizada se usó para un mapeo estructural más fino del 
cromosoma de E. coli. El bacteriófago P1 puede llevar frag- 
mentos de DNA equivalentes a aproximadamente 2 minu- 
tos en el mapa y es muy útil para el mapeo de genes. Las 
técnicas genéticas a utilizar vienen determinadas por la efi- 
ciencia con la que ocurre la transferencia genética en el or- 
ganismo a estudiar. La transformación es un proceso poco 
eficaz en E. coli, pero lo es y mucho en otros Organismos, y 
constituye una herramienta muy efectiva para mapear ge- 
nos en Bacillus. 

Aunque todas estas técnicas «clásicas» son айп útiles 
para la construcción y caracterización de cepas, en lo que 
concierne a la construcción de mapas genéticos han sido 
extensamente suplantadas por la clonación molecular (оёа- 
se Sección 10.14), mapeo de restricción (véase Sección 10.12) 
y secuenciación de DNA (véase Sección 10.13), las cuales 
han revolucionado el estudio de la organización del geno- 
та еп procariotas (y en eucariotas). 


Mapa genético del cromosoma 
de Escherichia coli 


En la Figura 1048, se muestra un mapa circular de refe- 
rencia de Escherichia coli cepa K-12. Las distancias en el 


тара se dan en minutos de transferencia, con 100 minutos 
para el cromosoma entero y asignando arbitrariamente el 
«tiempo cero» a aquel al que puede detectarse la primera 
transferencia genética (el operón treonina) usando la cepa 
Hfr original. 

El mapa mostrado en la Figura 10.48 indica la localiza- 
ción de algunos sitios de reconocimiento de las enzimas 
de restricción, y el tamaño se da tanto en minutos (las uni- 
dades originales determinadas por estudios de conju- 
gación) como en kilopares de bases. El cromosoma de E. 
сой, como el de muchos otros procariotas, ha sido com- 
pletamente secuenciado, De hecho, la secuenciación de 
cromosomas bacterianos relativamente «pequeños» que 
contienen «solamente» 3 4 megabases se lleva cabo ac- 
tualmente por secuenciación automática de clones aleato- 
rios o «shotgun» (véase Sección 10.14). Dada la enorme 
cantidad de información genética que la secuenciación 
pone al descubierto, el acceso a la misma es más efectiva 
а través de bases de datos computerizadas (véase Capi- 
tulo 15). 


Escherichia сой como modelo de procariota 
Muchos han sido los factores que han favorecido el uso de 
Escherichia coli сото el caballo de batalla para estudios de 
bioquímica, genética y fisiología bacteriana, Como hemos 
visto en los Capítulos 9 y 16, incluso los virus de E. coli han 
servido como sistemas modelo de estudio, Por tanto, aun- 
que el cromosoma de E. coli no estuvo entre los primeros 
cromosomas eucarióticos secuenciados, este organismo per- 
manece como el microorganismo mejor conocido, Además 
de su papel importante como organismo modelo, Е. coli 
continúa siendo el organismo de elección tanto en investi- 
gación como en las aplicaciones de ingeniería genética (оба- 
se Capítulo 31). 

La cepa de E. coli cuyo genoma se secuenció original: 
mente, MGI655, es un derivado de Е. coli K-12, la cepa tras 
dicional usada en estudios genéticos. E. coli K-12 «tipo 
silvestre» es un lisógeno del bacteriófago lambda (véase 
Sección 9.10) y también contiene el plásmido F (vase Sec- 
ción 10.8). Sin embargo, la cepa secuenciada había sido 
curada de lambda (mediante radiación) y del plásmido E 
(mediante tratamiento con acridina, vénse Sección 10,8). El 
cromosoma de esta cepa contiene 4 639 221 pares de bases. 
El análisis de la secuencia genómica indicó la existencia 
de 4288 marcos abiertos de lectura posibles (véanse Sec- 
ciones 7.13 y 152), que rinden cuenta de aproxima 
mente el 88% del genoma. Aproximadamente, el 1% del 
genoma corresponde a genes que codifican para КМА y 
TRNAS, y aproximadamente, el 0,5% corresponde a se- 
cuencias repetitivas no codificantes (véase Sección 7.4). El 
10% residual contiene todas las secuencias regulatorias: 
promotores, operadores, origen y término de la replica- 
ción y otros. 


Los estudios iniciales de mapeo y los estudios de la regu- 
lación de los genes que controlan las enzimas de una úni- 
са ruta biosintética habían indicado que, con frecuencia, 
los genes estaban agrupados. En el mapa genético de la Fi 
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CESE vos оо gamento circular dai cromosoma de Escherichia cal K-12. En ei borde анто del mapa, s indica la focalización 
бе algunos genes mapeados. También se muestran algunos operones, junto con la dirección en la que se transcriben. Los números de 0 а 100 
n ei borde interno del mapa indican la posición en minuts. El origen del replicación del ОМА está marcado сото оп (84,3 min) y desde 
ste punto, la replicación procedo bidreccionalmente (véanse Sección 7.6 y Figuras 7.16-7.20). EI circulo interno del mapa muestra la осві. 
zación, en ораган de bases, de las secuencias reconocidas por la enzima de restricción No Obsérvese que, por convención el minuto 0 
Yia Мораве 0 colciden соп el locus hr. Los origenes у direcciones de transterencia de varias cepas Hir están tambén indicados (echas), 
En azul se muestran las posiciones en las que se han localizado cinco copias del elemento папаропіуе 1S3 en una cepa particular. Este ele- 
тело también зе encuentra өп dos copias dol plásmido F y está impicado en la formación de Hir (базе Sección 10.9). La posición del sitio 
donde se integre el bacteriótago lambda se muestra en rojo (вазе Sección 9.10. Sl profago estuviera presente айай 48,5 Коран de 
bases (algo más de un minuto) al mapa. Los genes del reguén де la maltosa (убал Sección 8.6), que incluye varios operones, se muestran 
өп verde. Aunque la mayoria de los genes еп este regulén tienen una abreviatura que comienza por mal, adiértase que uno de los genes es 
lanê Este gun codifica una proteina de membrana responsable del transport де maltos por có, pero la proteina acta tambiên como 
receptor del bacteriófago lambda. El gen зі. (73 min) codifica una proteina ribosomal. Este gen se llamaba antes str, ya que mutaciones en 
originan resistencia а estreptomicna. 
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gura 1048 se muestran algunos de estos agrupamientos. 
Nótese, por ejemplo, el grupo de genes gal a 18 minutos, el 
grupo de genes trp a unos 28 minutos, y el grupo de genes 
Jis a 44 minutos. Cada uno de estos agrupamientos es par- 
te de un operón y se transcribe como un único mRNA po- 
licistrónico (véase Sección 7.11). Sin embargo, los genes de 
otras rutas bioquímicas no están agrupados, por ejemplo, 
los genes implicados en la biosíntesis de arginina (genes 
arg) están esparcidos por todo el cromosoma, como parte 
del regulón arg (véase Sección 8.5). Debido al descubri- 
miento inicial de operones multigénicos, y a su utilidad 
como modelos para el estudio de la regulación génica, por 
ejemplo, el operón lac (véanse Secciones 8.5 y 8.7), a menu- 
Чо ве tiene la impresión de que tales operones son la regla 
en procariotas. Sin embargo, el análisis de la secuencia del 
cromosoma de E. coli ha indicado que de 2584 unidades 
transeripcionales predichas o conocidas, más del 70% tie- 
пеп un solo gen, Tan sólo, aproximadamente el 6% de los 
operones tienen mRNAs policistrónico que codifican cua- 
tro о más genes, 

La transcripción de algunos operones transcurre en una 
dirección a lo largo del cromosoma, mientras que en otros 
орегопев la transcripción transcurre en la dirección 
ta. En la Figura 10.48, se muestra mediante fechas la di- 
rección de la transcripción de unos cuantos operones 
multigénicos. Puesto que la transcripción siempre ocurre 
en la dirección 5'—+ 3' (véase Sección 7.9), esto implica que 
puede ocurrir transcripción de cualquiera de las bandas 
del DNA, y la evidencia indica que hay aproximadamen- 
teel mismo tipo de operones en cada una de las bandas. Ya 
ега conocido que muchos genes que se expresan a alto. 
vel en E. coli están orientados de manera que son transcri- 
tos еп la misma dirección en la que se mueve la horquilla 
de replicación a través de ellos. [Las dos horquillas de re- 
plicación comienzan en el origen, oriC, aproximadamente 
a 84 minutos en el mapa mostrado en la Figura 1048, y se 
mueven bidireccionalmente (vénse Sección 7.6) hacia el tér- 
mino, que está localizado a aproximadamente 34 minutos 
еп el mapa.] Esto ha sido confirmado por la secuenciación 
del genoma, que ha demostrado que los 7 operones FRNA 
y 53 de los 86 genes IRNA, se transcriben en la dirección de 
la replicación. 

Antes de que el cromosoma de E. colí hubiese sido 
completamente secuenciado, se conocían casi 2000 pro- 
teínas, o genes que codifican proteínas. Ahora sabemos 
que, teóricamente, el organismo puede codificar un total 
de 4.288 proteínas, aunque aproximadamente el 38% de 
ellas son de función desconocida y/o son hipotéticas. 
Como era de esperar, la proteína «media» de E. coli con- 
tiene algo más de 300 aminoácidos, pero muchas proteí- 
пав son más pequeñas y otras mucho más grandes. El gen 
más grande debe codificar una proteína de 2.383 amino- 
ácidos cuya función se desconoce, pero el gen es similar 
а otros implicados en patogénesis en organismos relacio- 
nados. Aunque Е. coli tiene muy pocos genes duplicados, 
muchos de los genes que codifican proteínas parecen ha- 
ber surgido claramente por duplicación génica a lo largo 
de la historia evolutiva. Existen algunas familias génicas 
amplias, grupos de genes que poseen secuencias relacio- 
nadas y con productos que tienen también funciones re- 


lacionadas. Por ejemplo, hay una familia de 70 genes cu- 
yos productos son proteínas transportadoras de mem- 
brana. 


Otras características del cromosoma de E. coli 
Aún cuando la cepa de E. coli secuenciada se había curado 
de lambda y del plásmido F, el cromosoma contenía mu- 
chos otros elementos genéticos que se replican como par- 
te del mismo. Hay copias de 10 elementos IS diferentes, 
incluyendo siete copias de IS2 y cinco copias de 153 (véase 
Sección 10.11), Ambos elementos se encuentran también 
en el plásmido F y ambos están implicados en la forma- 
ción de cepas Hfr (véanse Sección 10.9 y Figura 10.22). Hay 
también varios profagos defectivos crípticos diferentes (tres 
de los cuales están relacionados con lambda) y varios ge- 
nes que son claramente partes de otros profagos, actual- 
mente casi completamente perdidos mediante deleción, 
Además, E. coli ha obtenido probablemente una porción 
de su genoma por transferencia génica horizontal; esto es, ge- 
nes que se originaron en otros organismos. Se һа estimado 
que al menos el 18% del genoma de E. coli K-12 se ha 
originado de tales transferencias, Aún pueden producirse 
cambios a gran escala en el genoma a través de tales me- 
canismos. Se conocen cepas de Г. coli que contienen genes 
implicados en virulencia, localizados en grandes e іпема» 
bles regiones del cromosoma llamadas islas de patogenicidad, 
las cuales pueden ser adquiridas por transferencia hori- 
zontal. Resulta interesante que la transferencia horizontal 
Че genes no implica necesariamente un incremento del ta- 
maño del genoma. Muchos de los genes adquiridos de esta 
manera no confieren ventajas selectivas y se pierden por 
deleción. 

El análisis de la secuencia completa del genoma puede 
suministrar gran cantidad de información: aparentemente, 
tan sólo limitada por las preguntas que el investigador des- 
ес formular (véuse Capítulo 15), Puesto que la genética mo- 
lecular de Е. coli ha sido explorada seriamente a lo largo de 
varias décadas, y su genoma ha sido ahora secuenciado, 
¿significa que los nuevos análisis se realizarán mayorità- 
riamente por computadora y que los estudios bioquími- 
cos y genéticos de E. сой están superados? ¡En absoluto! 
Aunque los análisis computarizados de la secuencia pue- 
den suministrar mucha información, la comprensión de la 
función de los genes, y en particular la de las secuencias n 
guladoras, requiere a menudo aislar mutantes, mapear sus 
mutaciones y disponer de análisis bioquímicos y isiológi- 
сов para determinar sus efectos en el organismo. 


/ 10.19 Revisión de conceptos 


El cromosoma de Escherichia coli se ha mapeado usando conjur 

gación, transducción, clonación molecular y secuenciación. F- 

roll ha sido un organismo modelo muy útil, y de él se ha obte- 

nido gran cantidad de información, no sólo de la estructura del 
gen sino también de su función y regulación. 

4 Por lo geneneral. los mapas genéticos de los cromosomas 
procarióticos se confeccionan ahora usando sólo la clona- 
Gên molecular y la secuenciación del DNA. ¿Por qué se uti- 
lizaron también otros métodos en el caso de E. сой? 


EJERCICIOS PRÁCTICOS = 319 


Preguntas de repaso 


1. Escriba una definición del término genotipo en una sola 
frase. Haga lo mismo para el término fenotipo. Cuando 
se produce un cambio en el genotipo de un organis- 
mo, ¿cambia automáticamente el fenotipo? ¿Por qué? 
¿Puede cambiar el fenotipo sin cambios en el genotipo? 
Suministre ejemplos para ilustrar sus respuestas. 

2. ырдан por qué шатра ER АШ фа 

es auxotrofa y una Lac no lo es. (Sugerencia: pien- 
se lo que E. coli hace con la histidina y con la lactosa.) 

¿Quéson las mutaciones silenciosas y por qué se pro- 

ducen? Considerando sus conocimientos sobre códi- 

ко genético, ¿por qué piensa que la mayoría de las 
mutaciones silenciosas ocurren en la fercera posición 
del codón? 

4. En os promotores ocurren inserciones que no son mu- 
taciones de cambio de fase en la lectura. Defina los têr- 
minos cambio de fase por microinserción, mulación y 
promotor (véase Sección 7.9). Explique por qué la afir- 
mación anterior puede ser verdad. 

5. Explique cómo es posible que una mutación por cam- 
bio en la fase de lectura al comienzo de un gen puede 
corregirse por otra mutación de cambio de fase más 
adelante en el mismo gen. 

6. Ponga un ejemplo de un mutágeno biológico, uno quí- 
mico y uno físico, y describa el mecanismo por el cual 
cada uno causa la mutación. 

7. ¿Qué es la otitis ecc desa o сиса 

ida? ¿Cómo es posible por este método marcar 

bs especificos рага mutagénesis? 

8. ¿En qué se diferencian la recombinación homóloga de 
la recombinación específica de sitio? 

¿Por qué resulta difícil transferir a una célula median- 

te transformación un gran número de genes en un úni- 

co experimento? 

10. Explique la razón por la cual en la transducción gene- 
ralizada uno se refiere a la partícula transductora mien- 
tras que en la transducción especializada se emplea el 
término virus transductor (о fago transductor). 
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11. Algunos plásmidos conjugativos de Bacteria Gram ne- 
gativas tienen genes implicados en conjugación orde- 
nados en dos regiones, en lugar de una. Una región se 
llama Dir y la otra Му]. ¿A qué se refieren estos асгб- 
nimos? 

13. Explicar por qué la inserción de un transposón origi- 
na una mutación. 

14. Los transposones más útiles para aislar mutantes bac- 
terianos son transposones que contienen genes de re- 
sistencia a antibióticos. ¿Por qué resultan tan útiles 
рага este fin dichos transposones? 

15. ¿Qué son las enzimas de restricción? ¿Cuál es la fun- 
«ción probable de una enzima de restricción en la célu- 
la que la produce? ¿A qué se debe que la enzima de 
restricción en una célula no cause daño al DNA de la 
propia célula? 

16. ¿Cuáles son las características principales de un vector 
de clonación? ¿Cuáles son las características de los 
plásmidos que los hacen tan útiles en la clonación? 
¿Qué característica(s) del plásmido F lo hacen menos 
útil para ser usado in vitro? 

17. Si se utiliza la inactivación por inserción de un gen de 
resistencia a un antibiótico para detectar la presencia 
де un plásmido que contenga DNA foráneo, ¿por qué 
es deseable tener en el plásmido dos marcadores de 
resistencia a antibióticos? 

18. ¿Qué ventajas puede tener la utilización de un vector 
Viral en lugar de un vector plasmídico? 

19. Describa los principios básicos de la amplificación gé- 
піса usando la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) ¿Cómo han simplificado las bacterias termófilas 
el uso de la PCR? 

20. ¿Cuáles son las similitudes y diferencias entre la mu- 
tagénesis por cuscte y la mutagénesis por transposón? 
21. Diferenciar claramente entre las palabras genoma y cro- 
mosoma en lo que se refiere а su uso en un procariota. 
¿En qué casos tendrían las dos palabras el mismo sig- 

nificado? 


1, Las mutaciones en un gen que codifica una proteína 
pueden suprimirse, a veces, por una mutación en otro 
gen. Un tipo de mutación supresora implica un cambio 
еп АКМА. Dibuje un diagrama con secuencias codifi- 
cantes y secuencias de aminoácidos indicando cómo 
осите esto. 

2. Un mutante constitutivo es una cepa que produce 
continuamente una proteína que es inducible en el 
tipo silvestre. Describa dos modos por los que un cam- 
bio en una molécula de DNA podía conducir a la apa- 
rición de un mutante constitutivo. ¿Cómo se podrían 


distinguir genéticamente estos dos tipos de mutantes 
constitutivos? 

3. Enel Capítulo 7, vimos que para el ribosoma era im- 
portante realizar la translocación con gran precisión 
а fin de mantener la fase de lectura apropiada. Sin 
embargo, algunas veces los ribosomas cometen al- 
gunos errores de lectura. Compare las consecuencias 
еп la célula de un ribosoma que cometa periódica- 
mente un error de lectura de un mRNA de un gen 
particular con las de una mutación en la lectura del 
mismo gen- 
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4. Aunque se conoce un gran número de mutágenos quí- 
micos, no se conoce ningún compuesto químico capaz 
de inducir mutación en un solo gen (mutagénesis espe- 
cífica para un gen). Por lo que conoce acerca de los 
'mutágenos, explique por qué es improbable que se en- 
cuentre un mutágeno químico específico de un gen. 
{Сото se lleva a cabo entonces la mutagénesis dirigida? 

5. Los fagos defectivos que aparecen en la transducción 
especializada pueden replicarse en una célula en la que 
зе está replicando un fago auxiliar. Sin embargo, en la 
transducción generalizada la partícula transductora no 
puede replicarse aunque la célula se infecte con un fago 
del tipo silvestre. Explique cómo un fago auxiliar «ayu- 
da» al fago transductante y por qué esto по es posible 
para la partícula transductante generalizada. 

6. Los elementos transponibles causan mutaciones cuan- 
Чо se insertan dentro de un gen. Estos elementos in- 
terrumpen la continuidad del gen. Podría pensarse 
que los intrones (véase Sección 7.12) interrumpen la 
continuidad del gen y el gen es aún funcional. Expli- 
que por qué la presencia de un іпігбп en un gen no 
inactiva el gen, mientras que la inserción de un ele- 
mento transponible sî lo hace. 

7. Las secuencias de inserción se transponen (un tipo de 
recombinación específica de sitio) en las células que tie- 


теп el gen recA defectivo. Sin embargo, en una célula 
Con len ch defino pe prodira la Казы de 
una cepa Hfr a partir de una cepa Е", aunque éste sea 
un acontecimiento que requiera secuencias de aer 
ción y recombinación. Explique cómo tiene lugar la for- 
mación de Hfr y por qué la proteína RecA es esencial. 
8. Los ácidos nucleicos pueden separarse en gel sobre la 
base de su forma y tamaño. No se diferencian estric- 
tamente por carga, debido a que esencialmente todos 
los fragmentos de DNA tienen la misma razón entre 
carga у masa. Explique por qué. 

9. Cuando se emplea el vector plasmídico ОСІВ, los 
fragmentos de DNA obtenidos al utilizar la enzima de 
restricción BamHI inactivan el gen que codifica la £- 
galactosidasa. Cuando se utiliza pBR322, la clonación 
de los mismos fragmentos inactiva el gen que confie- 
те resistencia a la tetraciclina. Ambos vectores contie- 
nen un gen que confiere resistencia a ampicilina, que 
se utiliza para seleccionar los transformantes bacte- 
ríanos después de hacer las moléculas recombinantes. 
Explique por qué ев más eficiente el uso de pUCI8 que 
«1де pBR322 como vector de clonación. (Sugerencia: la 
mayor eficiencia también tiene que ver con la identifi- 
cación de células que contengan vectores con DNA 
clonado) 


unque sabemos que los procariotas son antiguos, tal y como ponen de 
ranifiesto los microfósiles celulares encontrados en rocas de 3500 mi- 

lones de años de antigüedad, hasta hace unos 20 años los microbiólo- 

gos no dispusieron de herramientas útiles que les permitiesen determinar sus 
relaciones evolutivas. Esto puede hacerse ahora de una manera casi rutinaria me- 
diante métodos moleculares tales como la secuenciación de ácidos nucleicos y 
posterior comparación de secuencias. La historia evolutiva de los procariotas re- 
Пеја la historia evolutiva de la propia Tierra y fal como se ha hecho durante años 
соп los organismos pluricelulares, los microorganismos, y en particular lós pO 


pueden ser ahora ubicados соп bastante fiabilidad en el árbol filogené: 
tico de la vida. 


1 LA TIERRA PRIMITIVA, EL ORIGEN DE LA VIDA 


Y LA DIVERSIFICACIÓN BIOLÓGICA 


Evolución de la Tierra y formas primitivas 
vida 


112 La vida primitiva: el mundo con RNA, 
códigos moleculares y producción 
de energía 
113 Orgánulos y eucariotas: 
endosimbiosis 
Il RELACIONES EVOLUTIVAS ENTRE 
LOS MICROORGANISMOS 
114 Cronómetros evolutivos 
115 Secuencias del RNA ribosómico 
y evolución celular 
116 Secuencias signatura, sondas Filogenéticas 
y análisis de la comunidad microbiana 
11.7 Filogenia microbiana derivada 
de secuencias del RNA ribosómico 
H8 Características de los dominios de la vida 
I TAXONOMÍA MICROBIANA Y SU RELACIÓN 
CON LA FILOGENIA 
11.9 Taxonomía clásica 
11.10 Taxonomía molecular 
11.11 El concepto de especie en microbiología 
11.12 Nomenclatura y el Mannal de Bergey 
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Árbol universal un árbol filogenético que 
muestra la posición de los representantes 
Че todos los dominios de organismos vivos 

Archaea un grupo de procariotas relaciona. 
dos flogenéticamente y distinto de Bacteria 

Bacteria un grupo de procariotas Парктан. 
camente relacionados y distinto de Але 

Cronómetro evolutivo una molécula, tal 
сото el RNA ribosómnico, cuya secuencia 
molecular puede utilizarse para medir di. 
vergencias evolutivas 

Distancia evolutiva cn cl зай filogenéti 
о, la suma de las distancias fisicas que se- 
paran dos organismos de su antecesor 
Somún en un árbol; esta distancia es im- 
vensamente proporcional э чи relación evo- 
1ана 

Dominio еп sentido ахд, nivel más 
alto de clasificación biológica 

Bootipo una población de células genética- 
mente idénticas que comparten un medio 
(recurso) particular dentro de un nicho eco. 
lógico 

Endosimbiosis una teoria que propone que 
la mitocondria y el cloroplasto fueron in 
cialmente Bacteria de vida libre que esta 
biecieron una residencia permanente en las 
células eucarióticas primitivas, dando ve 
gen finalmente а la célula cucarótica mo 
derma 

"Especie en microbiología, una colección de 
opas que comparten un gran numero de 
propiedades importantes pero diheren en 
una о mås propiedades significativas de 
¡tras colecciones de cepas 

Estromatolítos masas microbianas lamina 
das, tipicamente construidas por capas de 
organismos filamentosos y no filamento 
os que pueden encontrarse fosilizadas. 


Eukarya todas las células eucanóticas algas, 
úprotozoos hongos, hongos mucosos, plan. 
tas y animales 

РАМЕ metil éster de cido graso 

Familie cn la clasificación biológica, un nivel 
intermedio de jerarquía taxonômica. Con- 
tiene uno o más géneros, cada uno con una 
отда especies 

Filogenia historia evolutiva de los organis- 


FISH hibridación Nuorescente in situ 

Género una colección de especies diferentes, 
que comparten una o más propiedades 
(generalmente varias propiedades) 

Mibridación genómica la çt runnin ex 
perimental delas similitudes entre dos ge- 
nomas mediante la cuantificación del 
grado de hibridación de los DNA genóri- 


Metazoos organismos pluricelulane 

Orgánulo estructuras del tamaño de baci 
as, ndeadas de una unidad de membrana 
y especializadas en funciones metabólicas 
que se encuentran dentro de las células eu- 
симик 

Piu principal linaje de células en uno de 
los tres dominios de vida 

Porcentaje de bases ОС en «і DNA (o 
RNA) de cualquier organismo, el рого 
taje del DNA constituido por guanina у ci- 
tosina 

Proteobacteria un grupo grande de Rate 
rw Gram negativas relacionadas filogené 
ticamente 

Proyecto de Base de Datos del Riboso- 
ma (RDP) una gran base de datos a la que 
puede accederse electrónicamente y que 
Contiene secuencias del RNA de la subuni- 
dad pequeña del ribosoma y se utilizan en 


studios de comparación de secuencias del 
RNA ribosómico. 

Ribotipado una técnica para identificar mi- 
ú«rvorganismos a partir del análisis de los 
fragmentos de DNA generados por diges- 
tión de los genes que codifican su rRNA 
165 соп enzimas de restricción 

"ЯМА 168 un polinucicótido grande (-1500 
bases) que funciona como parte de la sub- 
unidad pequeña del ribosoma de proca- 
rotas y de cuya secuencia puede obtenerse 
información evolutiva; el correlativo euca- 
iónico es el RINA 185 

"Secuencia signatura vligonucieótido corto 
de secuencia definida presente en el RNA 
166 o 185 característico de un organismo 
especifico o grupo de organismos relacio 
nados Alogenéticamente y til рага la cons- 
trucción de sondas 

Sistema binomial + sistema propuesto por 
Linneo para denominar a un organismo 
vivo según el cual a cada organismo se lo 
da un nombre genérico y un єрїї de ew 


pecto 

Sonda filogenética un oligocucieótido, al 
gunas veces convertido en fluorescente por 
la unión de un colorante, con una secuen- 
cha complementaria a alguna secuencias 
natura del RNA ribosómico. 

Taxonomía la ciencia de la identificación, lo 
sificación y nomenclatura 

Transterencia lateral (horizontal) de 
genes el intercambio de penis entre todas. 
las células de una comunidad microbiana 

Vida соп RNA una torma de vida carente de 
DNA y proteina que pudo haber existido. 
¡en la Tierra primitiva y en la que el RNA 
servia a la vez de material genético y cala- 
Mico 


Origen de la Tierra 


ın tema integrador de toda la biología es la enor- 

me diversidad de organismos vivos en la Tierra. 
Esto es especialmente cierto para los microorganismos. En 
este capítulo viajaremos a un tiempo anterior, al momento 
еп que las células evolucionaron hasta la célula evcariótica 
moderna. Aprenderemos que la química prebiótica pudo 
haber suministrado los requisitos necesarios para la vida, 
que la vida primitiva pudo no haber sido celular, que las 
fuentes de energía primitivas pudieron haber sido inorgá- 
nicas y que la célula eucariótica es una quimera genética 
formada por al menos dos organismos. 


La Tierra tiene una edad de unos 4600 millones de años se- 
gún las determinaciones geoquímicas, Nuestro sistema so- 
lar se formó cuando una estrella enorme y muy caliente 
explotó, originando una nueva estrella (el Sol) y los otros 
componentes de nuestra galaxia. Aunque no se han descu- 
bierto rocas de ese periodo en la Tierra, presumiblemente 
porque han sido transformadas por el tiempo, se han des- 
cubierto rocas de casi 4000 millones de años en varios luga- 
res del planeta. 

Las rocas más antiguas descubiertas hasta ahora son los 
gneis del complejo Иза en el Suroeste de Groenlandia [N. 
de la R- gneis, roca metamórfica de grano grueso, caracteri- 
zada por presentar cadenas constituidas alternativamente 
por minerales claros (cuarzo y feldespato) y oscuros (mica 
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y hornblenda)] que datan de hace 3860 millones de años. 
Estas rocas son de tres tipos: sedimentarias, volcánicas у car- 
bonatos. Las rocas sedimentarias tienen un interés evoluti- 
vo particular porque, de acuerdo con nuestros conceptos de 
cómo se forman las rocas sedimentarias modernas, la pre- 
sencia de rocas sedimentarias hace 3860 millones de años 
Sugiere que en aquel tiempo ya existía agua líquida en forma 
de océanos o grandes lagos. La presencia de agua líquida 
implica a su vez que las condiciones de la Tierra eran 
tonces compatibles probablemente con la vida tal como la 
conocemos actualmente. Otras rocas de origen muy antiguo 
son la serie de Warrawoona, la Formación de las Torres y el 
supergrupo Pibara en el Oeste de Australia y el supergrupo 
Swaziland en Sudáfrica; todas estas formaciones tienen una 
edad de unos 3500 millones de años (Figura 11.1). 


Evidencia de vida microbiana en la Tierra 
primitiva 

La evidencia de vida microbiana en las rocas más antiguas 
conocidas es escasa y reside en los restos fosilizados de ma- 
terial carbonatado у en la abundancia del isótopo «ligeros 
del carbono en estas rocas (comentaremos la utilidad del 
análisis de isótopos del carbono y el azufre como una indi 
cación de procesos vivos en la Sección 18.11). Algunas ro- 
«as antiguas contienen microfósiles que poseen forma de 
bacterias, generalmente tan simples como cocos о bacilos 
(Figura 11.1). Con esa misma edad (-3500 millones de años) 
también existen formaciones microbianas denominadas es 
тота! ооз. Los estromatolitos son estructuras fosilizadas 
де masas microbianas formadas por capas de procariotas 
filamentosos y sedimentos atrapados en ellas (Figura 11.28 
y b); explicaremos algunas características de las masas 
тпістоіапаз en la Sección 18,11. ¿Qué tipo de microorga- 
nismos eran estas antiguas bacterias estromatolíticas? Com- 
parando estromatolitos antiguos con los estromatolitos 
modernos que crecen en plataformas marinas poco pro- 
fundas (Figura 11.2c-e) o en fuentes termales (Figura 11.24 


ЕБІ vicrograña electronica de bardo de microfósiles de 
procariotas presentes en rocas de 3500 milones de años de antigūe- 
tld del Barbeton Greenstone Beh, Sudáfrica. Nótese las bacterias de 
forma bacilar (fecha) unidas a particulas de mataria mineral. Las cèi- 
las tenen unos 0,7pm de diámetro. 


vénse Figura 18.180), los científicos han concluido que es- 
taban formados por bacterias filamentosas fototróficas, 
quizá emparentadas con la bacteria verde no del azufre 
Chloroflexus (véase Sección 1236). 

La Figura 11.3 muestra micrografías de cortes finos de 
тоса más recientes que poseen estructuras que recuerdan 
a células del tipo de las bacterias filamentosas modernas y 
las algas verdes (абзе Sección 14.12). En los estromatolitos 
más antiguos, estos organismos eran posiblemente bacterias 
fototrofas anoxigénicas (no generadoras de oxígeno) (uéan- 
se Secciones 122, 1221,12.33 у 12.36) en lugar de las ciano- 
bacterias productoras de O; (véanse Secciones 12.26 y 12.27) 
que predominan en los estromatolitos modernos, No obs 
tante, la conclusión ineludible es que los microorganismos 
procarióticos habían alcanzado una diversidad morfológica 
impresionante en etapas muy tempranas de la historia de 
la vida en la Tierra. 


Condiciones de la Tierra primitiva 

La atmósfera de la Tierra primitiva carecía de cantidades 
significativas de O, y, por tanto, constituía un ambiente re 
ductor. Además de HO, estaban presentes una variedad de 
gases, siendo los más abundantes el metano (CH) dióxido 
de carbono (СО), nitrógeno (N) y amoníaco (МН), Ade- 
más, existían trazas de monóxido de carbono (CO) e hidró- 
geno (Н), así como cantidades considerables de HS y FeS. 
Es también probable que en la Tierra primitiva se produje- 
ra una cantidad considerable de cianuro de hidrógeno, НСМ, 
a partir de la reacción del NH, y el СН, Las estimaciones 
geoquímicas de la temperatura de la superficie también 
sugieren que la Tierra primitiva era un planeta mucho más 
caliente que en la actualidad. Durante los primeros 500 m 
Ilones de años de su existencia es probable que la tempera- 
tura de la superficie de la Tierra excediera los 100°C y fuera 
bombardeada por meteoritos. Así, en la Tierra primitiva no 
existiría agua líquida pero se acumularía más tarde al en- 
friarse el planeta. No se conoce la rapidez con que se enfrió 
la Tierra pero se ha sugerido que las primeras entidades au- 

torreplicativas aparecieron cuando la Tierra era mucho más 
caliente que en la actualidad. Así, las formas primitivas de 
vida eran probablemente tolerantes al calor y, a este respec 

to, podrían haberse asemejado a los procariotas termofilicos 
actuales que habitan los ambientes termales (véanse Sección 
6:10 y Capítulo 13). En la Sección 11. consideraremos la evi 

dencia evolutiva que apoya esta hipótesis. 


origen de la vida 

En la actualidad, está bien establecido que la síntesis de las 
moléculas biológicamente importantes puede producirse 
sî una atmósfera reductora que contenga los gases ante- 
riormente mencionados, se somete a una intensa fuente de 
energía. De las fuentes de energía que impactaban sobre la 
Tierra primitiva, la más importante era la radiación ultra- 
violeta (UV) del sol, pero los relámpagos, la radiactividad, 
el calor de los impactos de los meteoritos y la energía tér- 
mica de la actividad volcánica eran también significativos. 
Si las mezclas de gases que se cree que estaban presentes en 
la Tierra primitiva se irradian con UV о se someten a des- 
cargas eléctricas en el laboratorio, se pueden generar шпа 
amplia variedad de moléculas bioquímicamente impor- 
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Estromatolitos antiguos y modemos. (a) El estromatolito más antiguo conocido, encontrar 


до өп una roca de 3500 millones de años de antigüedad del Grupo Warrawona en el Oeste de Australia. Se 
muestra una sección vertical de una estructura laminada semiestórica conservada en la roca. Escala: 10 cm. 
(о Estromatolitos de forma cónica de una roca dolomitica de 1600 milones de años de antigúedad de la pla- 
taforma McArthur en el Territorio Norte de Australia. (с) Estromatoltos modernos en una bahía marina de 
aguas templadas, Shark Вау, on el Oeste de Austral. (2) Otra vista do grandes ostromatoltos modernos que 
е forman en la bahia del Tiburón (Shark Вау). Nótese el parecido con los estromatolitos mostrados өп fb). 
(e) Fotografía submarina de estromatoltos modernos өп formación de la Bahía Shark. El buzo sive de өв- (у 
сайа. Se muestran grandes columnas formadas por una compleja comunidad de diatomeas, cianobacterias 
y algas verdes, a las que se unen varias algas microscópicas. () Estromatoltos modernos compuestos de 
cianobactenas termóflas en una fuente termal en el Parque Nacional de Yellowstone, Cada estructura tiene 


aproximadamente 2 cm de atura. 


tantes, tales como azúcares, aminoácidos, purinas, pirimi- 
dinas, varios nucleótidos, tioésteres y ácidos grasos. Molé- 
culas bioquímicas críticas, tal como el piruvato, se han 
producido también a altas presiones y temperaturas carac- 
terísticas de las fuentes hidrotermales submarinas (vésse 
Sección, 19.8); por ésta y otras razones, muchos científicos 
creen que tales fuentes hidrotermales pudieron haber en- 
gendrado las primeras formas de vida, 

Se ha demostrado que, bajo condiciones prebiológicas, 
algunos de estos bloques bioquímicos pueden polimerizar 
dando lugar a la formación de polipéptidos, polinucleóti- 
dos y otras moléculas importantes, Por tanto, podemos ima- 
ginar que, de alguna manera, sobre la Tierra primitiva 
finalmente se acumularon una mezcla de compuestos or- 
gánicos, proporcionando las condiciones que permitirían 
la aparición de la vida. 

Pero, ¿cómo pudieron originarse las macromoléculas es- 
pontáneamente a partir de los constituyentes monoméri- 
сов? Una posibilidad aprobada en la actualidad es que las 
superficies expuestas relativamente anhidras de compuestos 
tales como las arcillas, piritas o vidrios basálticos funcio- 


пагап como soportes en las reacciones de polimerización 
prebiótica. Tales superficies habrían proporcionado un am- 
biente estable y relativamente seco para la síntesis у acu- 
mulación de macromoléculas en películas orgánicas de las 
que podrían haber emergido estructuras autorreplicativas 
primitivas. Entre las sustancias clave para estos procesos 
se han sugerido la pirita (FesS) y la arcilla Montmorillani- 
ta, debido a la función crucial que la primera podría haber 
tenido en los sistemas generadores de energía primitivos 
(énse sección siguiente) y la conocida capacidad de la 
gunda para absorber selectivamente monómeros de ácido 
ribonucleico y formar a partir de ellos oligómeros de RNA. 


/_11.1 Revisión de conceptos 


Se cree que la Tierra tiene una edad de 4600 millones de años; 
la primera evidencia de vida microbiana se observa en rocas de 
3860 millones de años. La Tierra primitiva era anóxica y mucho 
más caliente que en la actualidad. Los primeros compuestos bio- 
químicos se formaron por síntesis abiótica y esto estableció las 
bases para el origen de la vida. 
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mento, 2000) y (b) (aumento, 920x) muestran microorganismos procarióticos fósiles de Bitter Springs, una formación rocosa en el cen- 


o de Australia, de unos 1000 millones de años de antiguedad. Estas formas tienen una semejanza sorprendente con cianobacterias flamentosas. 
modemas, y quimiolitotrofos flamentosos del azufre. Las dos micrografías en (с) (aumento, 2000x) muestran microfósils, posiblemente de un 
ga eucariótica. La estructura celular es muy similar a la de ciertas algas verdes modernas, tal como Chiorella sp, Proceden de la misma forma- 


ción rocosa que los organismos procaríóticos. 


4 ¿Cómo era la atmósfera de la Tierra pri 
con la del planeta actual? 


/ ¿Cómo se formaron los compuestos bioquímicos primitivos? 


La vida primitiva: el mundo 
con RNA, códigos moleculares 
y producción de energía 


¿Qué aspecto tenía el primer organismo capaz de autorre- 
plicarse? En la actualidad es imposible contestar a esta pre- 
gunta, pero a partir de lo que sabemos de las formas 
microbianas actuales, podemos afirmar que las entidades 
autorreplicativas más simples necesitaban un mecanismo 
рага obtener energía y alguna forma de herencia para ha- 
сег copias de sí mismas, Pero, ¿necesitarían estos procesos. 
una estructura celular? Podría extrapolarse desde el pre- 
sente hacia el pasado y postular que los organismos primi- 
tivos se parecían a las células modernas, aunque con muy 
pocos genes con limitadas capacidades para la transcrip- 
ción y la traducción. Incluso una estructura de este tipo po- 
dria haber sido relativamente compleja, probablemente 
mucho más compleja que las primeras entidades autorre- 


plicativas. ¿Cómo eran estas criaturas? Tras el descubri- 
miento de que ciertos tipos de ácido ribonuc 

son catalíticos (véase Sección 7.12), muchos cient 
tuales creen que las formas de vida más primitivas carecí- 
an totalmente de DNA, contenían tan sólo unas cuantas, sí 
ез que alguna, proteínas, y consistían principalmente de 
RNA (Figura 11.4). Digamos simplemente que era la edad 
de la vida del RNA, donde el RNA era tanto el agente са- 
talizador como el código genético. 


La vida con RNA 

En el mundo con RNA, las moléculas de RNA habrían fun- 
¡cionado con el fin exclusivo de replicarse a sí mismas y, pro- 
bablemente, habrían llevado a cabo un número mínimo de 
reacciones catalíticas necesarias para esta finalidad (Figura 
11.4). Estudios derivados de varias ribozimas catalíticas de 
RNA (véase Sección 7.12) han demostrado que pueden ca- 
talizar varias reacciones, tales como la síntesis de mucleóti- 
dos a partir de un azúcar y una base nitrogenada. Asî, un 
Periodo de vida con RNA podría haber precedido a la vida 
celular. Estas formas de vida con RNA podrían haber evo- 
lucionado hacia las primeras formas de vida celulares, cuan- 
doel RNA autorreplicativo quedara encerrado en vesículas 
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Codificadoras y catalficas) 


Гоша тта RET TTT 
таз de vda Celulares а partir de las formas de vida con ЯМА Los 
RNAs autorspicativos podian haber legado а sar entidades cekares 
тейге su integración estable өп vesiculas de Ipoprciea, Con e 
tompo, las proteinas reemplazaron ша funciones cataltias del RNA y 
ıl DNA reemplazó sus funciones де cocifiación 


delipoproteína (Figura 11.4). Estas estructuras parecidas a 
las células podían haber surgido mediante la agregación 
espontánea de moléculas de lípidos y de proteínas para for- 
mar estructuras membranosas en cuyo interior quedaron 
atrapados los RNA y otros precursores de biomoléculas cla- 
ve. Ésta etapa pudo haber ocurrido un sinnúmero de veces 
en la Tierra primitiva para volver a extinguirse, pero, fi- 


nalmente, los constituyentes apropiados y las circunstan- 
cias adecuadas coincidieron y surgió un organismo celular 
primitivo. Aunque carecía aún de DNA y procesaba tan 
sólo proteinas producidas abióticamente, esta forma de vida 
celular se asemejaría en otros aspectos a una célula moder- 
na. А medida que tales formas de vida se extendieran más 
y más, la selección natural las conduciría hacia su posterior 
desarrollo evolutivo. 

Los bioquímicos nos dicen que las proteínas muestran 
un grado de especifidad catalítica mucho mayor que el que 
poseen los RNAs catalíticos. Así, a medida que los orga- 
nismos primitivos se hicieron bioquímicamente más com- 
plejos, se produjo una presión evolutiva hacia la utilización 
de las proteínas como principales agentes biocatalíticos. Pa- 
rece probable que las proteínas surgieran gradualmente en 
las células, quizá en un principio acomplejadas con RNA, 
y a medida que la evolución seleccionó catalizadores bio- 
químicos más y más precisos, el RNA fue finalmente re- 
emplazado por proteínas que se convirtieron así en las 
principales enzimas celulares (Figura 11.4). 


La célula moderna: DNA — RNA — Proteína 
El establecimiento del ОМА como genoma de la célula pudo 
ser una consecuencia de la presión evolutiva hacia una ma- 
yor eficacia y fidelidad en la replicación de la información 
genética (las DNA polimerasas son más precisas que las 
КМА polimerasas, véase Sección 7.8). Además, al guardar 
toda la información genética en un lugar en la célula y pro- 
«cesar solamente la que se necesita bajo unas determinadas 
condiciones (esto es, al regular la expresión génica), las célu- 
las habrían ahorrado energía, lo que incrementaría su ade- 
cuación competitiva. De alguna manera, en los estadios 
Че la evolución microbiana, el sistema tríparti- 
to —DNA, RNA y proteína— quedó fijado en las formas 
de vida celulares como la mejor solución al procesamiento 
de la información biológica. A juzgar por las células actua- 
les, este sistema fue un éxito evolutivo: todas las células co- 
nocidas contienen estos tres tipos de macromoléculas, 


Metabolismo en los organismos primitivos 
La vida es un proceso altamente ordenado. Para transfor- 
mar moléculas inherentemente desordenadas en una com- 
pleja máquina biológica (la célula) se requiere energía. 
¿Cómo fueron satisfechas estas demandas de energía en las 
entidades autorreplicativas primitivas? Hasta la aparición 
де las cianobacterias, el oxigeno molecular no esistia en 
cantidades significativas en la Tierra (véase Figura 11.6). En 
consecuencia, para satisfacer las necesidades energéticas 
de los organismos primitivos, sólo podían ser explotados 
los mecanismos generadores de energía que tienen lugar 
bajo condiciones anóxicas. Esto no es un problema; tal como 
veremos en el Capítulo 17, las condiciones anóxicas impo- 
пеп pocas restricciones a la diversidad metabólica; una 
variedad de mecanismos generadores de energía qui- 
i y quimiolitotrofos, asî como diferentes va- 
riantes de fotosíntesis, tienen lugar anóxicamente. Sin 
embargo, una simple reacción química en la que participa el 
ion ferroso (que se sabe que era abundante en la Tierra pri- 
mitiva) pudo haber constituido un proceso primitivo de ob- 
tención de energía utilizado por los primeros organismos. 
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La reacción 


FeS + HS — FeS, + Hi АС? = —42k]/reacción 
se produce exotérmicamente con liberación de energía. Esta 
reacción también produce Н, y se ha propuesto que este 
Н; pudo haber sido utilizado por las células primitivas para 
originar una fuerza motriz de protones a través de una 
membrana, de la que una ATPasa primitiva podría haber 
extraído energía químicamente útil como ATP (Figura 11.5). 
Соп Н, como el donador de electrones, se requiere su асер- 
tor, que bien podría haber sido azufre elemental, S. Como 
se muestra en la Figura 11.5, esta sencilla reacción acopla- 
da habría requerido pocas enzimas y podría haber consti- 
tuido un suministro ilimitado de energía de conservación 
en tanto existiera FeS accesible. Es sorprendente que mu- 
chas Archaea hipertermófilas (que, como veremos en este 
capitulo, son los organismos actuales más cercanos a los or- 
ganismos más primitivos de la Tierra) pueden llevar a cabo 
еме tipo de reacción. En la Tierra primitiva pudieron ha- 
ber existido muchas otras formas de metabolismo anóxico, 
incluyendo fermentaciones y varios tipos de respiración 
anaeróbica, pero éstas habrían requerido más catalizado- 
тез y mayor complejidad bioquímica que la representada 
en la Figura 11.5. 

Los organismos primitivos pudieron haber obtenido 
carbono de varias fuentes, tales como carbono orgánico de 
sintesis abiótica e incluso СО», un gas que era abundante 
en la Tierra primitiva. La utilización de dióxido de carbo- 
по debió continuarse con la evolución hacía la autotrofia, 
el proceso en el que el CO, se convierte en todos los com- 
puestos orgánicos de la célula (ёле Secciones 17.6 y 17.7). 
La hipótesis de una «autotrofía primitiva» se sustenta en 
los proyectos de secuenciación de genomas microbianos 


Esquema de un hipotético sistema generador de 
energia de las cálulas primitivas. La formación de piritas conduce а 
Ja producción de Н, y reducción de 5°, los cuales alimentan una 
ATPasa primitiva. Nótese que el H,S sólo tiene una función catalitica. 
Los sustratos netos serian FeS y 5°. Nótese también como se reque- 
ап unas cuantas proteínas diferentes. El AG” de la reacción FeS + 
HS Реб, + H; = -42 kd. 


(véase Capítulo 15), donde se ha puesto de manifiesto que 
la autotrofía se produce en un número de hipertermófi- 
los que contienen un genoma pequeño que se ramifican 
cercan de la raíz del árbol evolutivo de la vida (véase Fi- 
gura 11.13) 


Oxigenación de la atmósfera 

Con independencia del mecanismo(s) utilizado para asi- 
milar carbono, un hito en la historia de la Tierra lo consti- 
tuye la evolución de la fotosintesis oxigénica en las 
cianobacterias. Estos organismos aparecieron probable- 
mente hace 3000 millones de años, pero el O, que produje- 
ron no se acumuló en la atmósfera debido a la gran cantidad 
de sustancias reductoras (como FeS) todavía presentes que 
reaccionaban espontáneamente соп el O, para formar H¿O. 
Es altamente probable que las cianobacterias evoluciona- 
ran a partir de prototrofos anoxigénicos mediante el desa- 
rrollo de un fotosistema que pudiera utilizar el H,O como 
un donador de electrones para la reducción fotosintética 
del СО, liberando O, como subproducto (CO, + H,O — 
CHO + О). Describiremos la bioquímica de la fotosínte- 
sis en el Capítulo 17, 

La evolución de la fotosíntesis anoxígénica tuvo enor- 
mes consecuencias sobre el ambiente de la Tierra ya que, 
а medida que se acumuló el Os, la atmósfera cambió de 
anóxica а бхіса (Figura 11.6). Al existir abundancia de O, 
сото aceptor de electrones pudieron evolucionar los or- 
ganismos aeróbicos. Estos organismos eran capaces de ob- 
tener más energía de la oxidación de compuestos orgánicos 
que los anaeróbicos (véase Capítulo 17), lo que permitió al- 
сапгаг densidades de población más altas e incrementó las 
posibilidades de evolución de nuevos tipos de organismos 
y esquemas metabólicos. Existe buena evidencia, proce- 
dente del registro fósil, de que cuando la atmósfera de la 
Tierra se hizo oxidante la velocidad de la evolución se in- 
crementó enormemente, lo que condujo a la aparición de 
microorganismos eucarióticos con orgánulos, y, a partir 
de ellos, a la rápida diversificación de los metazoos (ог- 
ganismos pluricelulares) y, finalmente, a la aparición de 
plantas y animales superiores (oéanse Figura 11,13 y Sec- 
ción 11.8) 

Otra consecuencia importante de la aparición del О; 
fue la formación de ozono (Oy), una sustancia que sumi- 
nistra una barrera que impide a la intensa radiación ul- 
travioleta del Sol alcanzar la Tierra, Cuando el O, se 
somete a radiación ultravioleta de onda corta se convier- 
(е en O, el cual absorbe fuertemente hasta longitudes de 
onda de 300 nm. Hasta que se formó un escudo de ozono, 
la evolución pudo haber continuado en lugares protegi- 
dos de la radiación directa del Sol, сото en los océanos о 
debajo de las rocas, уа que la intensa radiación UV habría 
causado daño letal al DNA, Sin embargo, después de la 
producción fotosintética de O, y el posterior desarrollo de 
1а capa de ozono, los organismos pudieron expandirse por 
la superficie de la Tierra, permitiendo la aparición de una 
mayor diversidad de organismos vivos. Un resumen de 
las etapas que pudieron producirse en la evolución bioló- 
gica y en la oxigenación de la Tierra» se muestran en la Fi- 
gura 116. 
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AntigUedad (miles de millones de años) 
Era de la vida microbiana 


Fig incipales acontecimientos de la evolución biologi 
са. La posición de los estadios de la escala temporal son aproximados. 
"Nótese como la oxigenación de la atmósfera, debida al metabolismo 
elas clanobacterlas, о un proceso gradual a lo largo de un periodo 
бе unos 2000 millones de años. Nótese tambión que durante la mayor 
parte де la historia de la Tierra, sólo existieron formas де vida micro- 
biana. Aunque no existe un registro microfósll, la prueba microquími- 
са de las células sucanóticas se remonta a 2700 milonas de años, 


/_11.2 Revisión de conceptos 


Las primeras «formas de vida» pueden haber sido RNAs auto- 
rreplicativos. Los primeros organismos celulares probablemen- 
te emplearon una estrategia simple para la obtención de la 
energia. El metabolismo primitivo fue anaerobio y posíblemen- 
te quimiolitotrófico, explotando las abundantes fuentes de FeS 
y H:S presentes, La fotosíntesis oxigénica condujo al desarrollo 
Че un ambiente бхісо y a una gran explosión evolutiva 


Y ¿Qué prueba respalda el concepto de un periodo de «vida 
con RNA» y por qué las formas de vida con RNA no han 
sobrevivido hasta el presente? 

Y ¿Cómo pudieron las células primitivas obtener energía de 
FeS + HS? 

/ ¿Por qué la evolución de las cianobacterias fue una etapa 
critica en la evolución? 


Orgánulos y eucariotas: 
endosimbiosis 


En el Capítulo 2, se dio una ligera idea de la diversidad mi- 
crobiana eucariótica (véase Sección 2.6). En el Capítulo 14, se 
examinarán los microorganismos eucarióticos con más de- 
talle, Ahora, consideraremos cómo surgió la célula eucarió- 
tica actual con su estructura interna característica: el nú 
rodeado por una unidad de membrana y los orgánulos. 


Origen del núcleo 

Las células eucarióticas primitivas eran estructuralmente 
simples y se parecían a las células procarióticas actuales ya 
que carecían de mitocondrias, cloroplastos y núcleo rodea- 
do por membrana. De hecho, en el Capítulo 14, veremos que 
tales células existen aún en la actualidad. A medida que las 
células en la línea eucariótica de descendencia se hicieron 
mayores, aparecieron el núcleo y el aparato mitótico, a la 
vez que el DNA, se fraccionaron en unidades discretas (ero- 
'mosomas). Los cromosomas pueden haber surgido рага ase- 
gurar la replicación y la partición ordenada del DNA а 
medida que los genomas primitivos se hicieron más gran- 
des, hasta llegar a un punto en el que su replicación en for- 
та de una única molécula (como en procariotas) no era 
viable. El desarrollo del núcleo eucariótico también facilitó 
la aparición de los enormes genomas que necesitaban los 
eucariotas microbianos de mayor tamaño (y mucho más tar- 
de, los organismos pluricelulares), е hizo posible la recom- 
binación de genomas mediante la reproducción sexual 
(бане Secciones 22 y 14.6). No existe una razón obvia por 
la que los organismos primitivos necesitaran estos orgánu- 
los, que probablemente aparecieron más tarde, En realidad, 
incluso actualmente, se conocen microorganismos eucarió- 
ticos que carecen de mitocondrias y cloroplastos (vénse 
Sección 14.8), lo que indica que estos orgánulos no son esen- 
ciales para la función de la célula eucariótica. 


Endosimbiosis 

Existen pruebas concluyentes en favor de la teoría de que 
la célula eucariótica moderna (con orgánulos) evolucionó en 
etapas mediante la incorporación estable de simbiontes qui- 
mioorganotrofos y fototrofos del dominio Bacteria (Figura 
11.7). Esta teoría, llamada teoría endosimbiótica (endo. 
nifica «dentro») de la evolución eucariótica, postula que 
una bacteria aeróbica estableció su residencia estable den- 
tro del citoplasma de un eucariota primitivo y le suminis- 
tró energía, a cambio de un ambiente protegido y un aporte 
constante de nutrientes (Figura 11,7). Este simbionte fue el 
precursor de la mitocondria moderna. De igual manera, la 
adquisición por endosimbiosis de un fototrofo oxigénico 
habría conferido propiedades fotosintéticas a un eucariota 
primitivo, de manera que ya nunca dependería de com- 
puestos orgánicos para el suministro de energía. El endo- 
simbionte fototrófico fue el precursor del cloroplasto 
moderno (Figura 11.7). Algunas células eucarióticas nunca 
incorporaron endosimbiontes o bien lo hicieron y luego, 
por alguna razón, los perdieron; en cualquier caso, estas lí- 
пеаз permanecieron competitivas y generaron parientes 
modernos que contienen un núcleo rodeado de una mem- 
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Origen де los eucariotas actuales por endosimbiosis. 
Nótese cómo los orgánulos se originaron a partir de Bacteria en lugar 
de Archaea. Es muy poco probable que la endosimbiosis fuera un acon- 
ecimiento único y probablemente ocuntera en varios tipos celulares de 
la inea nuclear, Nótese, sin embargo, cómo algunos procariotas pri- 
тов nunca experimentaron endosimbiosis, о bien, perdieron per- 
mmanentemente sus simbiontes, pero mantuvieron las propiedades 
básicas de las cálulas eucaríóticas. Existen actualmente ejemplos de 
tales eucariotas, todos ellos microbianos (véase Capitulo 14), El incre- 
mento en el tamaño de las celulas en la linea nuclear, condujo ala evo- 
lución de genomas de mayor tamaño у probablemente también 
evolución del núcleo permitiendo la replicación ordenada y la reparti- 
ción de dichos genomas. Compare esta figura con la Figura 11.13 
donde se muestran los linajes de Bacteria а partir de los que se origi- 
naron los orgánulos (véase Sección 14.4). 


brana pero carecen de orgánulos (véanse Figura 11.7 y Sec- 
ción 148). 

¿Qué prueba sólida respalda la noción de que las mito- 
condrias y los cloroplastos fueron alguna vez Bacteria, como 
postula la teoría endosimbiótica? Muchas. En primer lugar, 
tanto la mitocondria como el cloroplasto contienen ribo- 
gomas que son claramente de tipo procariótic (ase Ta- 
bla 7.4). Además, los ribosomas de estos orgánulos poseen 
secuencias del RNA ribosómico (véase Sección 11.5) carac- 
terísticas de determinadas Bacteria, y su función es inhibi- 
Ча por los mismos antibióticos que afectan a la función del 
ribosoma de Bacteria de vida libre (véase Sección 14.5). En se- 
gundo lugar, las mitocondrias y los cloroplastos también 
contienen una pequeña cantidad de DNA dispuesto en una 
forma circular covalentemente cerrada, típica de procario- 
tas (véase Sección 2.2). Aunque se conocen otras conexiones 
entre orgánulos y Bacteria (véase Sección 14.5), las mitocon- 
drias y los cloroplastos conservan claramente las caracte- 
rísticas de un estado previo de vida libre. Estas factorías de 
energía confirieron tales propiedades a las células eucarió- 
ticas, que se produjo la situación adecuada para una 
explosión de diversidad biológica. Y así, el periodo com- 
prendido entre hace 1500 millones de años y el presente fue 
testigo de la aparición y diversificación de los microorga- 
nismos eucarióticos unicelulares y los metazo0s, que cul- 
miné en los estructuralmente complejos plantas y animales 
superiores (vésse Figuras 11.6 y 11.13). 


Evolución biológica y escala de tiempo 


geológico 

El periodo desde el origen del primer metazoo hasta el pre- 
sente representa aproximadamente una sexta parte del 
tiempo total en que la vida ha existido sobre la Tierra, O di- 
cho de otra manera, cinco sextos de la historia biológica de 
la Tierra estuvieron restringidos a vida microbiana, siendo 
la mayor parte de este periodo exclusivo de procariotas (о 
ase Figura 11.6). Sin embargo, dado que los metazoos han 
dejado un registro fósil considerable y muy diverso, nues- 
tro conocimiento de la evolución biológica desde la apari- 
ción de los metazoos hasta el presente excede con mucho 
nuestro conocimiento acerca de las relaciones evolutivas 
entre los procariotas. Sin embargo, esto ha cambiado dra- 
máticamente en los últimos 20 años con la utilización de 
los métodos moleculares para reconocer las filogenias mi- 
crobianas. Consideraremos algunos de estos métodos en 
las siguientes secciones. 


ГА Revisión de conceptos 


El núcleo eucariótico y el aparato mitótico surgieron probable- 

mente como una necesidad para asegurar la partición ordena- 

da del DNA en los organismos con genomas grandes. Las 

mitocondrias y los cloroplastos, los principales orgánulos pro- 

ductores de energía de los eucariotas, surgieron por asociación 

simbiótica de procariotas del dominio Bacteria en el interior de 

células eucarióticas, un proceso llamado endosimbiosis. 

Y ¿Cuándo aparecieron los eucariotas en el tiempo geológi- 
©о? ¿Y los metazoos? 

4 ¿Qué dato sustenta la idea de que los orgánulos fueron en 
el pasado especies de vida libre del dominio Bacteria? 
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11 RELACIONES EVOLUTIVAS ENTRE 


Consideraremos ahora la filogenia de los microorganismos 
deducida de los estudios moleculares de los ácidos nuclei- 
cos. El principal tema aquí será la comparación de secuen- 
cias del RNA estructural de los ribosomas. Los resultados. 
Че estos estudios han generado la primera imagen real de 
la filogenia microbiana y han proporcionado nuevas he- 
rramientas de investigación a la ecología microbiana y al 
diagnóstico clínico. 


| 11.4 E metros evolutivos 


En la actualidad está claro que ciertas macromoléculas son 
eronómetros evolutivos, es decir, medidas del cambio evo- 
lutivo, Se ha demostrado convincentemente que la distan- 
cia evolutiva entre dos organismos puede determinarse por 
las diferencias en la secuencia de aminoácidos o nucleótidos 
de macromoléculas homólogas aisladas de cada uno de 
ellos, Esto se debe a que el número de diferencias en la se- 
cuencia de una macromolécula es proporcional al número 
de cambios mutacionales estables fijados en el DNA que 
codifica esa molécula en ambos organismos. La evolución 
se produce a medida que las mutaciones quedan fijadas en 
las diferentes poblaciones, siendo la biodiversidad el re- 
sultado final 


Elección del cronómetro adecuado 

Para determinar las verdaderas relaciones evolutivas en- 
tre organismos, es esencial elegir las moléculas adecuadas 
para los estudios de secuenciación. Esto es importante por 
Varios motivos. Primero, la molécula debe estar universal- 
mente distribuida en el grupo elegido para ser estudiado. 
Segundo, deben ser funcionalmente homólogos en cada ог- 
ganismo; las comparaciones filogenéticas deben realizar- 
se con moléculas de ¡dentica función. Tercero, resulta 
crucial poder alinear apropiadamente las dos-moléculas а 
fin de identificar regiones tanto con homología como con 
variación de secuencia. Finalmente, la secuencia de la mo- 
lécula elegida debería cambiar con una velocidad propor- 
cional a la distancia filogenética que se va a determinar. Y, 
de hecho, cuanto mayor sea la distancia filogenética a de- 
terminar, menor será la velocidad de cambio de la molé- 
cula; demasiado cambio tiende a enturbiar el registro 
evolutivo. 

Se han evaluado muchas moléculas como cronómetros 
moleculares y con ellas se han realizado estudios de com- 
paración de secuencias a fin de generar árboles Alogenéti- 
cos, Estas moléculas son: varios citocromo, proteinas de 
hierro y azufre tales como las ferredoxinas, y genes de otras 
proteínas y de las RNAs ribosómicos. Sin embargo, los ge- 
пез que codifican los RNAs ribosómicos, componentes cla- 
ve del sistema de traducción (véanse Secciones 7.13-7.16); la 
ATPasa, complejo enzimático de membrana que puede sín- 


tetizar e hidrolizar АТР (vénse Sección 5.12); y la RecA, pro- 
teina requerida para la recombinación genética (véase Sec- 
ción 105) son los que han proporcionado la información 
genética más significativa sobre los microorganismos. Todas 
estas moléculas eran probablemente esenciales incluso para 
las células más primitivas y así, la variación de secuencia en 
los genes que las codifican, nos permiten profundizar en el 
registro evolutivo. Centraremos nuestro estudio en el cro- 
nómetro molecular más ampliamente utilizado, el RNA ri- 
bosómico (Figura 11,8). 


RNAs ribosómicos como cronómetros 
evolutivos 

Debido a la probable antigüedad de la maquinaria sinteti- 
zadora de proteínas, y por varias otras razones, los RNAS 
ribosómicos son moléculas excelentes para discernir las 
relaciones evolutivas entre los seres vivos. Los RNAs ri 
bosómicos son funcionalmente constantes, están univer- 
salmente distribuidos y su secuencia está moderadamente 
bien conservada a través de amplias distancias filogenóti- 
cas. También, dado el elevado número de diferentes se- 
cuencias posibles de moléculas grandes, tales como los 
RNAs ribosómicos, la similitud de dos secuencias indica al- 
guna relación filogenética. Sin embargo, es el grado de se- 
'mejanza de las secuencias del RNA ribosómico de dos 
organismos lo que indica su parentesco evolutivo relativo, 
A partir del análisis comparativo de secuencias, se pueden 
construir las genealogias moleculares que conducen a los 
árboles filogenéticos; éstos muestran la posición evoluti- 
va más probable existente entre los organismos (véase Fi- 
gura 11.13) 

Recordemos la estructura del ribosoma (Figura 11.8). 
Hay tres moléculas de RNA ribosómico, que en procario- 
tas tienen tamaños de 55, 165 y 235 («5 indica unidades 
de masa «Svedberg»). Los RNAs bacterianos grandes, 
165 (Figura 11.8c) y 235 (aproximadamente 1500 y 2900 
nucleótidos, respectivamente) contienen varias regiones 
de secuencia altamente conservada que resulta Util para 
obtener alineamientos de secuencia apropiados, pero, al 
mismo tiempo, la variabilidad de secuencia suficiente en 
otras regiones de la molécula para servir como excelentes 
cronómetros filogenéticos. Dado que el RNA 165 es más 
manejable experimentalmente que el RNA 235, se ha uti- 
lizado preferentemente para desarrollar la filogenia tanto 
de procariotas como de eucariotas. (En eucariotas se se’ 
cuencia el homólogo del FRNA 165, es decir, el rRNA 185 
de los ribosomas 805.) Dado que los rRNA 165 y 185 pro- 
ceden de la subunidad pequeña (305 о 405) del ribosoma 
(Figura 11.80), el acrónimo secuenciación de SSU (por 
small subunit; subunidad pequeña) es sinónimo de la 
secuenciación de 165 о 185. La base de datos de las se- 
cuencias del rRNA en el Proyecto de Base de Datos del 
bosoma (RDP) contiene más de 24.000 (16 000 secuencias 
165 alineadas y 8000 secuencias 185 alineadas) y puede 
accederse a ella а través de Internet (http:/ /rdp.cme.msu. 
edu/html/). Carl Woese en la Universidad de Ilinois in- 
trodujo en los años 70 el uso de la subunidad pequeña del 
FRNA como herramienta filogenética y el método se utili- 
za universalmente en la actualidad. 
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ANA ribosómico. (а) Micrografía electrónica de ribo- 
Somas 705 de Escherichia coli. (b) Partes del ribosoma; 55. 185 y 23S 
indican las diferentes formas del RNA de la subunidad pequeña del ri- 
bosoma. (c) Estructura primaria y secundaria del RNA ribosómico 165 
URNA) Éste es el rRNA 165 de Escherichia сой (Bacteria): en general, 
«АМА 165 de Archaea es similar en cuanto a estructura secundaria 
Iplegamiento) pero presenta numerosas diferencias өп estructura pri- 
тайа (secuencia). La molécula correspondiente de eucariotas өз el 
ANA 185 presente en los ribosomas citoplasmáticos. Usando como 
Inkcadores oligonucieótidos especificos de las regiones conservadas 
дн INA de organismos de uno u otro dominio (véase Tabla 11.1), es 
posible, mediante tácnicas de PCR, amplificar RNAs de la subunidad 
pequeña do células de un dominio particular presente en una mezcla 
que contenga células de otros dominios (véase Figura 11.9), Esto ha 
permitido estimar la diversidad de un dominio particular de la vida en 
Un hábitat utlizando técnicas de «muestreo de comunidades» (»éan- 
е Sección 18.5 y Figura 18,14), Además, la obtención de oligonucieó- 
idos especilicos conjugados con colorantes foreacentes ha permitido 
desarrollar una nueva herramienta para la ecología microbiana (véan- 
зе Figuras 11,11, 11.12 y 11.14) 
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/_11.4 Revisión de conceptos 


Las comparaciones de secuencias del RNA ribosómico son úti- 
les para determinar las relaciones evolutivas entre organismos. 
Los árboles filogenéticos basados en el RNA ribosómico inclu- 
yen actualmente los principales grupos procarióticos y euca- 


rióticos, 


4 ¿Por qué el RNA ribosómico es un buen cronómetro evolu- 
tivo? 


/ ¿Quéesel RDP? 


Secuencias del RNA ribosómico 
evolución celula: 


Los métodos para obtener secuencias del RNA ribosómico 
y generar árboles filogenéticos son actualmente bastante 
rutinarios e implican una combinación de biología mole- 
cular y análisis computerizado. Las nuevas secuencias ge- 
neradas se comparan con secuencias en la RDP y/o con 
secuencias obtenidas de otras bases de datos tales como 
GenBank (USA), DDSS Japón) o EMLB (Alemania), Luego, 
utilizando un programa, se generan varios árboles posibles 
y se selecciona el que mejor se «adapte» (best fit) а la infor- 
mación evolutiva presente en las secuencias. 


Metodología de la secuenciación 

Comencemos asumiendo que estamos trabajando con un 
cultivo axénico (puro) de un microorganismo, aunque como 
veremos, los cultivos axénicos no son necesarios para los 
estudios de la comparación se secuencias de la subunidad 
pequeña del rRNA. Al igual que la vida, los métodos para 
la secuenciación del RNA ribosómico han evolucionando 
a lo largo de los años, y aunque existen varios métodos para 
obtener la secuencia, la mayoría de los científicos emplean 
actualmente la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 
véase Sección 10.17) para amplificar directamente los genes 
que codifican el RNA ribosómico 165 a partir de ОМА ge- 
nómic, y luego secuencian el producto de PCR utilizando 
la secuenciación estándar didesoxi (nucleótidos) del DNA 
(es decir, la secuenciación de Sanger, véanse Sección 10.13 y 
Figura 11,9). Este procedimiento es rápido y-específico y, 
utilizando como iniciadores olígonucleótidos sintetizados 
químicamente (accesibles comercialmente a bajo coste), 
complementarios de las secuencias conservadas en la su- 
bunidad pequeña del rRNA, pueden obtenerse grandes 
cantidades del producto de PCR para las reacciones de se- 
cuenciación a partir de una ínfima cantidad de DNA del 
cultivo microbiano (Figura 11.9). Una vez terminada la se- 
cuenciación, bien manualmente о con secuenciadores au- 
tomáticos, los datos pueden analizarse mediante programas 
informáticos. 


Generación de árboles filogenéticos a partir 
de las secuencias de los RNAs 

A efectos de comparación de las secuencias de los RNAs, 
existen varios algoritmos disponibles capaces de realizar el 
análisis de las secuencias y construir un árbol filogenético. 
Sin embargo, con independencia del programa utilizado, la 


secuencia obtenida debe ser en primer lugar alineada con se- 
cuencias alineadas previamente utilizando un editor de se- 
cuencias. Entonces las secuencias alineadas son importadas 
enel programa de construcción de árboles elegido para rea- 
lizar el examen: tivo. Dos algoritmos muy utilizados 
а estos efectos son: la distancia y la parsimonia, En los méto- 
dos de distancia, se alinean las secuencias, y la distancia 
evolutiva (Ep) se calcula mediante el recuento por compu- 
tadora de todas las posiciones en las que exista una diferen- 
cía (Figura 11.10). A partir de aquí, puede construirse una 
matriz de distancias que muestra la Ep entre cada dos se- 
cuencias. Luego se introduce un factor de corrección de la Ep 
que tiene en cuenta la posibilidad de que en un lugar de- 
terminado se hayan producido varios cambios (Figura 
11.10). Por ejemplo, existe una probabilidad baja, pero esta- 
dísticamente significativa, de que una base presente en un 
determinado lugar dos secuencias como resultado de dos 
acontecimientos mutagénicos, uno que inicialmente cambió 
la secuencia y otro que restauró la situación. origina Esti 
posibilidades pueden estimarse y esto es lo que hace el fac- 
tor de corrección. Finalmente, se genera un árbol filogené- 
tico en el que las longitudes de las líneas en el árbol son 
proporcionales а las distancias evolutivas (Figura 11.10). 
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marasa (PCR). El gen del rRNA 165 se amplifica у luego se 
porel método de Sanger (véase Sección 10.13). Los iniciadores 
дов son complementarios a las secuencias conservadas en uno de las 
dominios del FINA 165 (véase Figura 11.8). También se puede clonar 
«ОМА que codifica el МА 165 tras su amplificación por PCR, 
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(o) Cálculo de la distancia evolutiva 


muestran secuencias cortas. La distancia evolutiva (Eo) en (b) se cal- 
сото el porcentaje de secuencias no idénticas entre los RNAS de 
organismos cualesquiera. La E, corregida es una corrección esta- 
necesaria para incluir las mutaciones regresivas que restauran 
genotipo original o mutaciones adicionales hacía adelante que po- 
haber sucedido өп el mismo sitio. El árbol (с) se genera median- 
análisis computerizado de los datos para encontrar el que mejor sè 
La longitud total де las ramas que separan dos organismos 
Мега es proporcional а la distancia evolutiva calculada entre 

En los análisis reales se utliza а menudo un proceso estadístico 
bootstrapping, en el que la computadora genera cientos de 

del árbol para confirmar que al árbol final es el que mejor se- 

га conjunto de datos. Además, inserciones de varios nucieóti- 
¡pueden separar regiones de homología de secuencia еп dos or- 
y estas Inserciones no se consideran en los análisis reales. 


Ла parsimonia, otro método común de análisis filogené- 
construye árboles evolutivos basado en la premisa de 
durante la divergencia evolutiva de dos líneas celula- 
ja partir de un antecesor común, sólo se produce la mí- 
¡cantidad de cambios de secuencia necesarios para dicha 


divergencia. Al igual que los programas que calculan la dis- 
tancia evolutiva, este método requiere la suma del número 
de diferencias en las secuencias de un conjunto particular 
de datos, pero el algoritmo maneja el análisis de manera 
algo diferente. No obstante, los árboles filogenéticos basa- 
dos en la parsimonia son similares a los árboles de distan- 
cias, sunque el orden de ramificación de un árbol con el 
método de parsimonia pueda diferir, y frecuentemente lo 
hace, de su correspondiente árbol de distancias generado a 
partir de los mismos datos. Por tanto, ningún árbol filoge- 
nético individual tiene la «última palabra» sobre las rela- 
ciones filogenéticas de los organismos en cuestión; no 
obstante, los árboles filogenéticos proporcionan una bue- 
na aproximación а la verdadera filogenia del grupo. 


/_11.5 Revisión de conceptos 


La comparación de secuencias del RNA ribosómico es actual- 
mente un procedimiento rutinario que requiere la amplificación 
del gen que codifica el rRNA 165, su secuenciación y el análisis 
de su secuencia en relación con otras secuencias, Dos progra- 
таз ampliamente utilizados para generar árboles incluyen mé- 
todos de distancia evolutiva y de parsimonia. 


4 ¿Quées una distancia evolutivo (Ep)? 


4 ¿Cómo se utiliza la rencción en cadena de la polimerasa (PCR) 
sn la comparación de secuencias del RNA ribosómico? 


Secuencias signatura, sondas 
filogenéticas y análisis 
de la comunidad 


La siguiente sección introducirá el «cuadro general» de la 
filogenia microbiana: el árbol universal de la vida. Sin em- 
bargo, antes de que veamos cómo la secuenciación de sub- 
unidad pequeña del RNA ribosómico ha revolucionado 
nuestra visión de la evolución celular en los tres dominios 
de la vida, comentaremos algunos métodos y aplicaciones 
dela tecnología utilizada, Éstos incluyen las secuencias sig- 
natura y el diseño y uso de las sondas del RNA ribosómi- 
соеп ecología microbiana y en el diagnóstico en medicina, 


Secuencias 

Los análisis por computadora de las secuencias del RNA 
ribosómico han puesto de manifiesto las denominadas se- 
cuencias signatura, cortos oligonucleótidos exclusivos de 
ciertos grupos, Por ejemplo, se conocen secuencias signa- 
tura específicas de cada uno de los dominios de la vida (Ta- 
bla 11.1). Además, se conocen signaturas que definen un 
grupo específico dentro de un dominio o, en algunos ca- 
os, un género particular o incluso una única especie. Dada 
su exclusividad, las secuencias signatura tienen muchas uti- 
lidades. Por ejemplo, las signaturas (rúbricas) nos ayudan 
a ubicar a un microorganismo recién aislado o a uno que 
estaba mal clasificado en su grupo filogenético correcto, 
Pero el uso más extendido de las secuencias signatura es el 
diseño de sondas de nucleótidos específicos denominadas 
sondas filogenéticas. 
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La recent е efcr al porcentaje de organismos de cada domino que contengan exa secuencia 


Sondas filogenéticas y FISH 
Recordemos que una sonda es una cadena de ácido nuclei- 
со que puede ser marcada y utilizada para hibridar con un 
ácido nucleico complementario presente en una mezcla 
(vénse Sección 10,12), Las sondas pueden ser generales o es- 
pecíficas. Por ejemplo, pueden síntetizarse sondas de RNA 
ribosómico que se unan a secuencias conservadas presen- 
tes en el RNA ribosómico de todos los organismos, con in- 
dependencia del dominio, Pueden diseñarse sondas algo 
más específicas que reaccionarán sólo con células del do- 
minio Bacteria dada la signatura exclusiva presente en su 
RNA (Tabla 11.1). De igual manera, las sondas específicas 
de Archaea o Eukarya reaccionarán con las respectivas es- 
pecies de uno u otro dominio. Incluso grupos importantes 
dentro de cada dominio, como géneros o familias (vénse Sec- 
ción 11.11) pueden ser etiquetados con sondas específicas. 
La unión de las sondas a los ribosomas celulares puede 
observarse microscópicamente кі la sonda lleva unido un 


colorante fluorescente (Figura 11.11), Tratando las células 
con reactivos apropiados, las membranas se hacen реге 
ables y permiten la penetración de la mezcla sonda/colo- 
rante. Una vez que la sonda híbrida con el RNA ribosómico 
еп los ribosomas, las células se hacen uniformemente fluo- 
rescentes y pueden observarse con un microscopio de fluo- 
rescencia (Figura 11.11, véase también Figuras 11.12 y 11,14). 
Esta técnica ha sido denominada FISH por hibridación fluo- 
rescente in- que puede aplicarse directamente a cé- 
lulas en cultivo о en su ambiente natural. 

La tecnología FISH se utiliza ampliamente en la ecolo- 
gía microbiana y en el diagnóstico clínico. En ecología, la 
técnica del FISH puede usarse para la identificación por 
microscopía y selección de los microorganismos directa- 
mente en su ambiente. Estos métodos proporcionan, por 
tanto, una idea de la composición de las comunidades mi- 
стођіапа у la función que un microorganismo específico o 
un grupo de organismos relacionados tienen en procesos 
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“Sondas de RNA ribosómico marcadas con fluorescencia (а) Micrograña de contraste de fases de Bacillus megaterium (miem 
bro de Bacteria) y la levadura Saccharomyces cerevisiae (Eukarya). (b) El mismo campo, células teñidas con una sonda universal amarillo-verdo- 
за (esta sonda reacciona con especies de cualquier dominio). (с) El mismo campo, células teñidas con una sonda eucariótica (sólo reacciona con, 
las células de S. cerevisiae). Las células de В. megaterium y 5. cerevisiss tienen diámetros de 1.5 рту 6 ит, respectivamente, 
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METEO 5: roo ns виз a E 
Ител en un gránul de tango activado де aguas residuales. 
idea) Mcrograllas de contraste да tases. (Derecha) Mierografas 
ha color dei mismo campo rs apicar tnciones Mlogenéticas. La sonda 
un һохевсв өл rojo oa especia de una secuencia signatura (ез 
Таа 11.11) del ANA 165 de bacterias que oxidan amonio, mientras. 
ue ana que Nuorasce өл verde es espscfica де una secuencia 
мее эю en las bacterias que oxidan nit, Las bacterias que 
dan moni y la que anidan vo воп miembros de Bacteria que 
tin osrectament relacionadas logendtcamenta (véanse Seccio 
hen 12.2 y 1712 y tevan a cabo una serio de reacciones quicio 
leas iniardapenciantos (ase Sección 19.12 


ecológicos particulares en la naturaleza (обале Figura 11-12 
y Sección 184), En cuanto al diagnóstico clínico, FISH se 
fua utilizado para la identificación rápida de patógenos es- 
petíficos en muestras de pacientes, FISH evita la necesidad 
de cultivar un organismo, permitiendo el tratamiento horas 
días antes de los que se necesitarían utilizando técnicas 
сав de aislamiento e identificación. 


Análisis de comunidades microbianas 
La amplificación mediante PCR de los genes del RNA ribo- 
sómico no requiere la utilización de un cultivo axénico 
obtenido en el laboratorio. Mediante métodos que se des 
ribirán con detalle en el Capítulo 18, puede realizarse un 
Muestreo filogenético de una población microbiana natural 
Utilizando una PCR que amplifique los genes que codifican 
la subunidad pequeña del RNA ribosómico de todos los 
Miembros de esa comunidad. Tales genes pueden ser clasi- 
ficados, secuenciados y alineados, y puede generarse un ár- 
bol filogenético con estas secuencias «ambientales». El árbol 
revela los diferentes RNA ribosómicos presentes en la co- 
munidad y, a partir de aquí, pueden inferirse los organismos 
presentes, incluso aunque ninguno de ellos pueda cultivar- 
ееп la práctica о identificado de otra manera. Tales andlísis 
dela comunidad microbiana, como se han denominado, son en 
la actualidad un importante motor de investigación en eco- 
logía microbiana y han revelado muchas características cla- 
vede la estructura de las comunidades microbianas y de las 
interacciones entre sus miembros (véase Capítulo 18 para una 
explicación detallada de este tema). 


/ 11.6 Revisión de conceptos 


Las secuencias signatura, cortos oligonucleótidos encontrados 
еп una molécula de RNA ribosómico, pueden utilizarse para el 
diagnóstico preciso de un organismo particular о un grupo de 
organismos relacionados. Las secuencias signatura pueden uti- 
lizarse para generar sondas filogenéticas específicas, útiles en 
FISH о en análisis de comunidades microbiana. 


+ Utilizando los datos de secuencia de la Tabla 11.1, escoja 
una sonda filogenética específica que le permita distinguir 
una célula de Апага de una de Bacteria 


/ ¿Cómo pueden visualizarse las sondas de oligonucicótidos 


con un microscopio? ¿Cómo se denomina esta tecnología? 


Filogenia microbiana derivada 
de secuencias del RNA ribosómico 


Ahora consideramos lo que la secuenciación de la subuni- 
dad pequeña del RNA ribosómico ha revelado sobre la evo- 
lución microbiana. Inicialmente, los biólogos agruparon el 
ndo de los seres vivos en cinco reinos, de los que sólo 
uno era procariótico, basándose en semejanzas estructura- 
les entre los organismos, La filogenia molecular, por el con- 
trario, ha puesto de manifiesto que los cinco reinos no 
representan cinco grandes líneas evolutivas, sino que la vida 
celular en la Tierra ha evolucionado siguiendo sólo tres gran. 
des linajes, dos de los cuales son exclusivamente microbía: 
nos y están compuestos solamente por células procarióticas. 
La tercera línea constituye el linaje eucariótico (Figura 11.13), 
Las dos líneas procarióticas son Bacteria y Archaea. La 1 
nea eucariótica se denomina Eukarya (Figura 11,13), Estos 
términos definen los tres dominios de la vida, siendo el do- 
minio el taxón biológico de más alto rango. Por tanto, las 
plantas (wse Figura 11.8), los animales, los hongos y los 
protistas constituyen reinos dentro del dominio Eukarya. 


El árbol universal de la vida 

El árbol filogenético universal (Figura 11.13) es como el 
mapa de carreteras de la vida, Describe la historia evoluti- 
va de todos los organismos y las relaciones entre ellos y 
muestra claramente los tres grupos principales de organis- 
mos: los dominios filogenéticos. La raíz del árbol universal 
representa un punto en la historia evolutiva en el que toda 
la vida existente en la Tierra estaba representada por un an- 
tepasado común, el llamado Antecesor Universal. 

Los proyectos de secuenciación de genomas microbia- 
пов (véase Capítulo 15) han proporcionado pistas acerca de 
la naturaleza del Antecesor Universal. Las secuencias de 
genomas completos han confirmado el concepto de Archaea, 
cuyos representantes contienen cientos de genes queno tie 
пеп contrapartida en Bacteria o Eukarya. Pero, los mismos 
proyectos de genómica han conducido al descubrimiento 
igualmente importante de que las especies de Bacteria, Ar- 
chaea y Eukarya comparten muchos genes. ¿Cómo pueden 
conciliarse estos descubrimientos aparentemente contrà- 
dictorios? 

Una hipótesis es que en los albores de la historía de la 
vida, antes de que las líneas de descendencia se hubieran 
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formado, la transferencia génica lateral (horizontal) era exten- 
за; genes que codificaban proteínas que proporcionaban ca- 
pacidades excepcionales (por ejemplo, genes para funciones 
celulares cruciales como la transcripción y la traducción) 
se transferían promiscuamente entre la población de orga- 
nismos primitivos derivados de una célula ancestral co- 
mún. Si la hipótesis es cierta, como han demostrado los 
análisis de genomas, explicaría por qué todas las células, sin 
importar el dominio al que pertenezcan, tienen muchos ge- 
nes importantes en común, tal como se esperaría si todas las 
células compartieran un antecesor común (Figura 11.13). 

¿Pero cómo explicamos las diferencias genéticas observadas 
en las secuencias completas de genomas? Una hipótesis 
más refinada sugiere que con el tiempo, surgieron barreras 
contra el flujo ilimitado de genes, quizá debido a la coloni- 
zación selectiva de los hábitat (lo que generaría un aisla- 
miento reproductivo) o como resultado de barreras 
estructurales o enzimáticas (por ejemplo, endonucleasas de 
restricción) que de algún modo impidieron el libre inter- 
cambio de genes. Como resultado, la población inicial ge- 
néticamente promiscua comenzó a separarse lentamente 
en las tres líneas principales de descendencia evolutiva (Fi- 
gura 11,13). Mientras cada linaje continuaba evolucionan- 
do, ciertos rasgos biológicos únicos se hicieron fijos 
genéticamente dentro de cada grupo, de manera que lo que 
vemos hoy en día, después de unos 3500 millones de años 
de evolución microbiana, son tres dominios de vida celular 
que, por una parte, comparten muchas facetas comunes, 


mientras que por otra, muestran una historia evolutiva dis- 
tintiva propia. 


Organismos primitivos frente a organismos 
modernos 


Un punto que merece una especial atención es que ningu- 
по de los organismos que viven en la actualidad y aparecen 
еп el árbol universal (Figura 11.13) es primitivo, Toda for- 
ma de vida existente corresponde a organismos modernos, 
bien adaptados а —у con éxito en— sus nichos ecológicos, 
Sin el menor género de duda, algunos de estos organismos 
pueden ser fenotípicamente similares a hipotéticos orga- 
nismos primitivos y los hipertermófilos procarióticos (tem- 
peratura Óptima de crecimiento >80'C) son un buen 
ejemplo. Por ejemplo, los organismos Aquifex y Methanopy- 
rus se ramifican relativamente cerca de la raíz del árbol (Fi- 
gura 11.13). Ambos organismos tienen capacidad de 
crecimiento a temperaturas muy altas (véanse Secciones 
1238 y 13.6), y ésta es probablemente la situación а la que 
tuvieron que enfrentarse los parientes primitivos de estos 
organismos, cuando crecían en una Tierra primitiva mucho 
mås caliente. Del árbol filogenético se deduce que Aquifex 
y Methanopyrus están más cercanos a organismos primitivos 
que, por ejemplo, especies de Proteobacteria (Bacteria) o ha- 
lófilos extremos (Archaen) (Figura 11.13), pero debe quedar 
claro que estos organismos de las ramas más tempranas no 
son primitivos. Son organismos modernos que están sim- 
plemente menos evolucionados que organismos de ramifi- 


Fig 


ШЕ] ^о tiogenético universal determinado por comparación de secuencias del ANA ribosómico. Dentro de cada domino, solo. 


Бе muestran algunos organismos clave de cada linaje. Un estudio detalado de los dominios del árbol se muestra en las Figuras 12.1, 13.1 у 14.11. 
De los tres dominios, dos (Bacteria y Archana) contienen sólo representantes procaríóicos. La localización sombreada en rojo es la raíz hipoté- 
tica del ало! y representa la posición del antecesor común de todas las células. 
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caciones que surgieron posteriormente en el árbol de la 
vida, 


Bacteria 
Dentro de Bacteria, se han descubierto al menos 40 dit 
siones (llamadas phyla; singular phylum, división). varias 
de las cuales se muestran en el árbol universal de la Figu- 
та 1113. Muchos phyla están definidos exclusivamente por 
secuencias ambientales (véanse Sección 11.6 y Figura 12.1), 
Algunos de los linajes del dominio Bacteria habían sido ya 
identificados en función de algunas propiedades епо 
саз como su morfología o fisiología; las espiroquetas y las 
cianobacterias, respectivamente, son buenos ejemplos de 
esto, Pero la mayoría de los phyla contienen especies que, 
aunque especificamente están relacionadas desde un pun- 
lo de vista filogenético, carecen de una cohesividad fenoti- 
pica fuerte. Las Proteobacterías son buenos ejemplos de 
llo, ya que la mezcla de fisiologías existente en el grupo 
časi iguala a toda la gama de fisiologías microbianas cono- 
idas (véase Capítulo 17). Esto indica claramente que la fi- 
'siología y la filogenia no están necesariamente relacionadas. 
Los orgánulos eucarióticos se originaron claramente a 
partir del dominio Bacteria. Como se muestra en el árbol 
Universal, las mitocondrias surgieron de un grupo im- 
portante de Bacteria lamado Proteobacteria (Figura 11.13) 
y concretamente, de «parientes» de Agrobacterium, Rhizo- 
m y rickettsias. Resulta sorprendente que, al igual que 
las mitocondrias, estos últimos organismos sean también 
capaces de una existencia intracelular, ya sea en plantas 
pinse Secciones 19.21 y 19.22) o animales (véanse Seccio- 
nes 12.13/27.3). Los cloroplastos surgieron a partir del 
phylum Cyanobacteria (Figura 11.13), como sería de esperar 
que ambos llevan a cabo la fotosíntesis oxigénica (véase 

175) 


Archaea 
Desde una perspectiva filogenética, el dominio Archa 
contiene tres grandes phyla: Crenarchaeota, Euryarchaco- 
la, y un posible tercer linaje llamado «Korarchacota» (Fi- 
pura 11.13), Ramificándose muy cerca de la raíz del árbol 
universal están los Crenarchaeota hipertermófilos como 
"Tiermoproteus, Pyrolobus y Pyrodictium (Figura 1:43). А éstos 
Йе siguen los Euryarchaeota, los procariotas productores 
Че metano (metanógenos) y los halófilos extremos; Ther- 
торта, una célula procariótica sin pared acidófila у ter- 
'móbila, está ligeramente relacionada con este último grupo 
figura 11.13). 

Hay algunas ramas en el linaje Crenarchaeota (véanse 
Figuras 11.13 y 13.1) que se conocen a través del muestreo 
де genes ribosómicos de comunidades en ambientes natu- 
Tales (тёзе Sección 11.6) pero no han sido obtenidos del cul- 
Hvo de aislamientos reales. Sin embargo, es interesante 

que estas secuencias provienen de organismos que 

"habitan en los océanos, como las aguas marinas antárticas 
"tuyas temperaturas son mucho más frías que las de las 
fuentes termales y las corrientes hidrotermales submarinas 
habitan conocidos Crenarchaeota, así como de sue- 

y aguas de lagos. Comentaremos con más detalle los 
[Crenarchaeota adaptados al frío en la Sección 13.8. 


De modo similar a los Crenarchaeota adaptados al frío, 
todo un phylum de Archaea, el «Korarchaeota», se ha iden- 
tificado gracias al análisis de comunidades microbianas 
(véase Sección 11.6), en este caso de una fuente termal 
específica (Obsidian Pool) en el Parque Nacional de Ye- 
Nowstone (Wyoming, USA). 

En el laboratorio se pueden obtener cultivos mixtos es- 
tables que contienen representantes de Korarchaeota (iden- 
tificables mediante tinciones filogenéticas, véase Figura 
11.14). A partir del medio y de las condiciones de incubación 
que necesitan estos cultivos, podemos deducir que los «Ko- 
rarchaeota» son hipertermófilos y pueden tener propieda- 
des similares a las de los Crenarchateoa hipertermofílicos 
(vémse Secciones 13.8-13.10). Consideraremos todo el 
phylum Archaea con más detalle еп el Capítulo 13. 


Los árboles filogenéticos de las especies del dominio 
Eukarya se generan mediante la comparación de las se- 
cuencias del rRNA 185, el equivalente funcional del ТЕМА. 
165 presente en los ribosomas citoplasmáticos eucarióticos. 
Los primeros eucariotas fueron probablemente similares a 
los microsporidios y diplomónadas actuales, Estos orga- 
nismos son parásitos estrictos que viven asociados a 
representantes de varios grupos de eucariotas, desde mi- 
ervorganismos al hombre: por ejemplo, el patógeno Giar- 
dia (véase Sección 28.7) es un miembro del grupo de los 
diplomonadales, Resulta interesante que, aunque contie- 
пеп un núcleo rodeado por una membrana, los microspo- 
ridios y los diplomonadales carecen de mitocondrias. En 
este aspecto, se asemejan al tipo de célula que pudo haber 
aceptado por primera vez endosimbiontes estables (véanse 
Figura 117 y Secciones 14.5 y 148). 

Los Eukurya más evolucionados filogenéticamente in- 
cluyen a seres pluricelulares (los metazoos), y culminan en 
los Eukarya más grandes y estructuralmente complejos, las 
plantas y los animales (Figura 11.13). Cuando el registro fó- 


а е 
ИЕШЕ ioentñicación de -Korarchasota- con tinciones Fio- 


genéticas. (а) Micrografía de contraste de tases de un cultivo de enri- 
quecimiento que contiene células de tipo korarqueota. (o) Micrografias 
де fluorescencia del mismo campo pero tratado con un colorante fi- 
logenético diseñado а partir de una secuencia signatura (ивазе Sec- 
ción 11.6) de un rRNA 165 de «Korarchaeota-. Las dos células teñidas. 
Зе rojo en este campo son korarqueotas. 
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sil se compara con el árbol filogenético de Eukarya, se ob- 
serva una rápida radiación evolutiva que puede datarse 
hace unos 1500 millones de años. Los datos geoquímicos 
sugieren que éste es el periodo de la historia de la Tierra en 
el que se acumuló una cantidad significativa de oxígeno en 
la atmósfera (Figura 11.6). Por tanto, parece probable que el 
establecimiento de las condiciones óxicas y el desarrollo 
posterior del escudo de ozono (que habría aumentado con- 
siderablemente el número de hábitat adecuados para ser 
colonizados en la superficie) disparara también la rápida 
diversificación de los Eukarya. Consideraremos los princi- 
pales grupos de los Eukarya microbianos y su biología bá- 
sica en el Capítulo 14. 


/_11.7 Revisión de conceptos 


La vida en la Terra evolucionó en tres líneas principales, Ila- 
madas dominos, todas ellas derivadas de un antecesor común. 
Cada dominio contiene varios phyla. Dos de los dominios, Rac 
terur y Archaea, permanecieron procarióticos; mientras que la ter- 
cera línea, Eukarya, evolucionó para convertirse en la moderna 
célula eucarióti 


/ ¿Cómo confirma el árbol universal la idea de que la Tierra 
primitiva era muy caliente? 


Y ¿Cómo respalda el árbol universal la hipótesis de la endo- 
Simbiosis (vénse Figura 11.7)? 


Características de los dominios 
de la vida 


Aunque los principales dominios (Bacteria, Archaen y Eu- 
karya) se definen a partir de la comparación de las secuen- 
cias del RNA ribosómico, cada dominio se caracteriza por 
un conjunto de propiedades fenotípicas, Algunas de estas 
características son exclusivas de un dominio, mientras que 
otras se encuentran en dos de los tres dominios. Presenta- 
remos aquí una visión general de los principales caracteres 
Tenotípicos соп valor filogenético. 


camente, todas las Bacteria poseen paredes celulares 
con peptidoglicano (véase Sección 4.8). Las ticas excepciones 
conocidas se encuentran en los miembros del grupo Plac- 
tomyces-Pirella (véase Sección 1229), cuyas paredes están 
compuestas de proteína; y en los de los Micoplas- 
та-СМатуйа, que carecen de paredes celulares (véanse Sec- 
ciones 12:22 y 1228), Por tanto, el peptidoglicano puede 
considerarse una molécula «signatura» de las especies de 
Bacteria (cuando se busca peptidoglicano, lo que se deter- 
mina es el ácido murámico, que es característico y único del 
peptidoglicano; vénse Tabla 11.3). 

Eukarya y Archaea carecen de peptidoglicano. En euca- 
riotas, si existen paredes celulares, están constituidas por 
celulosa o quitina (véase Capítulo 14). En Archaea, como co- 
mentamos previamente (véase Sección 4.8) existen varios 
tipos de paredes celulares, desde las que contienen pseu- 
dopeptidoglicano, análogo al peptidoglicano, a las forma- 
das por polisacáridos, proteínas o glicoproteína. Por tanto, 
se observa gran diversidad en las paredes celulares micro- 


bianas, pero es la presencia o ausencia de peptidoglicano 
lo que es especialmente útil para distinguir Bacteria de 
Archaea. 


La naturaleza química de los lípidos de membrana es qui- 
га el criterio no genético más útil para diferenciar Archaen 
de Bacteria. Bacteria y Eukarya sintetizan lípidos de mem- 
brana con un esqueleto de ácidos grasos unidos a una mo- 
lécula de glicerol por un enlace éster (véase Figura 11.15). 
Aunque la naturaleza del ácido graso puede variar am- 
pliamente, el enlace éster al glicerol es la característica defi- 
nitoria clave, Por el contrario, los lípidos de arqueas son 
moléculas con enlaces éter (véase Figura 11,15), En los lípidos 
esterificados, los ácidos grasos son generalmente molécu- 
las lineales no ramificadas, mientras que en Archaea, están 
presentes carbohidratos ramificados de cadena larga, del 
tipo del fitanil o del bifitanil, en lugar de ácidos grasos, y es- 
tîn unidos al glicerol por un enlace éter. 
En términos de estructura global de la membrana, las 
membranas de algunas Archaea, especialmente las especies 
i filas, forman una monocapa lipídica en lugar de 
una bicapa lipídica (véanse Sección 4.5 y Figura 4.20), A las 
temperaturas a las que crecen estos organismos, es menos 
le que se desnaturalice una monocapa lipídica que 
una bicapa lipídica. El enlace éter entre el glicerol y las ca- 
Чепав hidrofóbicas laterales (Figura 11.15) combinado con 
la disposición de la membrana en monocapa, protege las 
membranas de estas Archaea extremófilas de las duras con- 
diciones de sus hábitat. 


RNA polimerasa 

En todos los organismos, la transcripción se lleva a cabo 
por medio de las RNA polimerasas dependientes de DNA; 
el DNA es el molde y el RNA el producto (véase Sección 
67). Las células de Bacteria contienen un único tipo de RNA 
polimerasa con una estructura cuaternaria relativamente 
simple. Se trata de la RNA polimerasa clásica que contiene 
cuatro polipéptidos, а, f, В' y o, combinados en una relación 
de 2:1:1:1, respectivamente, en la polimerasa activa (Figue 
ra 11.16) (véase también Sección 7.8). 


Ester 


он 
Сну (Сн) =CHs 


Bacteria, Eukarya 
Éter 


A E 
з бё ы б 


Archaea 


Upidos de Bacteria, Eukarya y Archaea. En Bacteria 
y Eukarya. юз {ров contienen un ácido graso (se muestra el ácido pal- 
то) unido por enlaces ester al glcorol En Archaea, las cadenas la- 
orales son carbohidratos ramificados (se muestra el (өг, Сы) Unidos. 
por enlaces éter al gicerol.Elftanl se sintetiza a рап del isopreno 
(véase Figura 4 190) 
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| паше 11.10 AnA poimorasas де representantes de los tros do- 
minos: Ec, Escherichia сой (Bacteria), Hs, Halobacterium salinarum (Eur- 
yarcheota, Archaea), Sa, Sulfolobus acidocaldarius (Crenarchecta, 
Archaea), y Sc, Saccharomyces cerevisiae (Eukarya). Los componentes 
purifcados de las RNA polimerasas se han separado por electroforesis 
өл un gel de poliacrlamica. Las subunidades polpeptídicas mayores. 
“están en la parte superior y las más pequeñas en la inferior. Sólo los 
miembros de Bacteria contienen la polimerasa simple (cuatro ройрёр- 
toon 


Las RNA polimerasas de Archaea son más complejas que 
las de Bacteria. Las RNA polimerasas de Archaea contienen 
cho o más polipéptidos, lo que recuerda bastante a las de 
Eukarya (Figura 11-16). La principal RNA polimerasa de los 


cido tusdico, esparsomicina Inhibe elongación 
Arisomicina,naricasina  Inhibe transferencia 
de grupo peptdico 

вечита Bloques iniciación 
Eritromicina. estrptomicina.— Incrementa frecuencia 

етапі Че errores y otros efectos 
Viginiamicina,pulvomicina  Inhibe etapas de elongación 
Neomicina, puromicina ° Causa terminación prematura 
атага Inbibe ala subunidad А 


dela RNA polimerasa 


Lo + indica inhibición де sintesis de proteinas (y de crecimiento) 


eucariotas (hay tres) contiene 10-12 polipéptidos cuyos ta- 
maños relativos son muy parecidos a los de las Archaea hi- 
pertermófilas (Figura 11.16). Así, en términos de signaturas 
filogenéticas, la polimerasa („68° o) identifica el dominio 
Bacteria, mientras que las restantes polimerasas son dema- 
siado complejas para tener un valor filogenético. 


Características de la síntesis de proteínas 
Debido a las diferencias en las secuencias del RNA ribosó- 
mico y a varios factores de la síntesis de proteínas, no es 
sorprendente que ciertos aspectos de la maquinaria sinte- 
tizadora de proteínas difiera en los representantes de los 
tres dominios, Aunque los ribosomas de Archaca y Bacteria 
son del mismo tamaño (705, frente a los ribosomas 805 del 
citoplasma de los eucariotas), varias etapas de la síntesis 
de proteínas de arqueas recuerdan más a sus correlativas de 
eucariotas que a las de Bacteria. Recuérdese que la traduc- 
ción siempre comienza en un codón determinado, el Па- 
mado codón de inicio. En Bacteria, este codón de inicio (AUG) 
codifica la incorporación de un tRNA iniciador que contie- 
ne un residuo de metionina modificado, la formilmetionina 
(véase Sección 7.15). Por el contrario, en eucariotas y Ar- 
chaea, el RNA iniciador lleva una metionina no modificada. 

La exotoxina producida por Corynebacterium diphteriae 
es un potente inhibidor de la síntesis de proteínas eucarió- 
ticas ya que ribosila ADP (añade ADP а) un factor de elon- 
gación requerido para la translocación del ribosoma a lo 
largo del mRNA; el factor de elongación así modificado 
es inactivo (véase Sección 21,10). La toxina diftérica tam- 
bién inhibe la síntesis de proteínas en Archaca pero no en 
Bacteria. 

La mayoría de los antibióticos que afectan especifica- 
mente а la síntesis de proteínas en Bacteria no afectan а la 
síntesis de proteínas arqueana o eucariótica, La sensibili- 
dad de representantes de los tres dominios a varios inhibi- 
dores de la síntesis de proteínas se muestra en la Tabla 11,2 
(tase también Sección 7.15), donde varios antibióticos se 
han agrupado en función de sus mecanismos de acción en 
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la inhibición de la síntesis de proteínas en organismos de di- 
ferentes dominios. 

En conjunto, estos resultados sugieren que las proteínas 
ribosómicas de las células de Archaea y Eukarya funcional- 
mente tienen más parecido entre sí de lo que cada una se 
asemeja a las proteínas ribosómicas del dominio Bacteria, y 
refuerzan las posiciones relativas de los tres dominios en 
el árbol universal (Figura 11.13). 


Otras característica que definen los dominios 

La investigación microbiológica ha descubierto un número 
de caracteres adicionales, fisiológicos y de otros tipos que 
pueden utilizarse para diferenciar organismos al nivel de 
dominio; un sumario de éstos se recoge en la Tabla 11.13. 
Cuando se examina esta tabla, debe tenerse en cuenta que 
no todos los caracteres son universales dentro de un deter- 


Genética y morfológica 


minado dominio. Por ejemplo, la fotosíntesis basada en la 
clorofila es característica de algunos representantes de Bac- 
teria y Eukarya (y en el último caso debido a la endosim- 
biosis de Bacteria fotosintéticas). Por el contrario, otras 
características definitorias, tales como la presencia de pep- 
tidoglicano en las paredes celulares de Bacteria, pueden ser 
universales (o casi universales). 


Aunque los tres dominios de los organismos vivos se definieron 
originalmente a partir de la secuenciación del RNA ribosómi- 
со, estudios posteriores han mostrado que difieren también en 
otros muchos aspectos. En particular, Bacteria y Archaea difieren 
ampliamente en la química de la pared celular y de los lípidos 
y en características de la transcripción y la síntesis de proteínas. 


Estructura celular procariótica я s No 
DNA covalentemente cerrado s El No 

y circular 
Histonas presentes No s s 
баео rodeado por membrana Ausente Ausente Presente 
Pared celular Acido murámico. Ácido murámico Ácido murámico. 
Uipidos de membrana Enlaces éster Enlaces éter Enlaces tr 
Ribosomas (mana) лв т нБ 
"RNA iniciador Formimetonina Metionina Metionina 
Intones en la mayoria de los genes No No sí 
Operones s s No 
Capping у poliadenilación del mRNA No No s 
Piásmidos si si Raro 
Sensibilidad de ribosomas a la toxina diftérica No s ы 
RNA polimerasas (чаве Pigura 11.16) Una (4 subunidades) Varias -12 subunidades Tres (12-14 subunidades 

cada una) cada una) 

Requerimiento de factores de transcripción No sí 

(ше Sección 7.10) 
Estructura del promotor (tés Sección 79) Secuencias АЛД Caja TATA 

-10y 235 
(coja Реко) 

Sensibilidad a cloraníenco, жү No No 

streptomicina у Kanamicina 
Fisiológicas 
Metanogénesis No s No 
Reducción desasimilatoria de $ o SOF a FAS, є s No 

оре?" аке?" 
Nitrificación s No No 
Desnitniicación s s No 
Fijación de nitrógeno si si No 
Fotosíntess basada en la clorophyla я No Sí еп cloroplastos) 
Metabolismo energético basado en la rodopsina я s No 
Quimiolitotrofia (Fe, S, Hz) = = No 
'Vesículas de gas S = No 
Sintesis de gránulos de reserva de carbono 9 s No 

compuestos de Bhidroxialcanoatos 
Cremiento por encima de 80°C s s No 


"Маке que para muchas de las caracteristicas sólo algunos representantes de cada dominio muestran la propiedad. 
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7 ¿En qué difieren los lípidos de Bacteria y Eukarya de los de 
Archaea? 


iA qué dominio de procariotas pertenecen los organismos 
que sintetizan RNA polimerasas que recuerdan a las 
de Eukarya? ¿Qué prueba filogenética apoya esta obser- 
vación? 


TAXONOMÍA MICROBIANA Y SU 
RELACIÓN CON LA FILOGENIA 


Una importante disciplina en microbiología es la clasifi- 
cación microbiana (taxonomía). La clasificación permite 
alos microbiólogos establecer relaciones entre diferentes 
microorganismos y establecer el marco necesario para 
el desarrollo de una taxonomía natural (evolutiva) de 
estos organismos. Consideraremos las cuestiones básicas 
de la taxonomía bacteriana en las cuatro secciones si- 


guientes, 


КИЧ tonomia clásica 


"Taxonomía es la ciencia de la clasificación y está constitui 
da por dos subdisciplinas principales, identificación y no- 
menclatura. Es importante distinguir entre la taxonomia 
bacteriana y el principal tópico de este capítulo hasta aho- 
a, la filogenia bacteriana, porque los términos significan en 
realidad cosas diferentes, Tradicionalmente, la taxonomía 
bacteriana se ha basado en los análisis fenotípicos —que 
incluyen el aspecto de un organismo, su metabolismo ener- 

, sus enzimas, etc — como elementos básicos de cla- 
silicación. Dado que las bacterias son tan pequeñas y 
contienen relativamente pocos caracteres estructurales in- 
dicativos de sus raíces evolutivas, la filogenia de los pro- 
агіоіа se ha empezado a conocer sólo a partir de los 
análisis genotípicos descritos en secciones anteriores. Sin 
“embargo, los análisis fenotípicos (fenéticos) han tenido tra- 
«dlicionalmente una función importante en la identificación 
y clasificación bacteriana, especialmente en los campos apli- 
“tados, donde la identificación puede по ser un fin еп sí mis- 
та como, por ejemplo, en el diagnóstico microbiológico 
‘inico, En esta sección describiremos la taxonomía bacte- 
“папа clásica y en la siguiente resumiremos algunos méto- 
dos moleculares que han sido útiles en la clasificación de 
"bacterias. 

En la taxonomía bacteriana clásica, se determinan va- 
(йаз características y los resultados se utilizan para agrupar 
Jos organismos en la escala taxonómica, desde la especie al 
dominio (vénse Tablas 11.5 y 11.6). Varios aspectos de la mor- 
ода, nutrición, fisiología y hábitat son características con 
valor taxonómico ampliamente utilizadas. La Tabla 11.4 
vide estas categorías en tópicos específicos de valor taxo- 
nómico. 


TABLA 11.4 


L Morfología 
Movilidad 


Forma, tamaño y tinción de Gram 


Móvil рог flagelos, móvil 
por deslizamiento y по móvil 


ш. Nutrición 
y fisiología 


Mecanismo de conservación 
de la energía (fototrofo, 
quimiorganotrofo, quimiolitotrofo), 
relación con el oxígeno y temperatura; 
pH y requerimiento tolerancia a sal; 
capacidad para usar varias fuentes. 
de carbono, nitrógeno y azufre 

Pigmentos, inclusiones celular 


о capas superficiales, patogenicidad 
y sensibilidad a los antibióticos 


IV Otros factores. 


Para identificar un organismo los taxónomos clásicos 
aplican una serie de criterios que van desde generales а es- 
pecíficos. En la Figura 11.17, se muestra un ejemplo (véase 
también Tabla 11.5) donde se utilizan criterios morfológicos 
y fisiológicos. Usando una clave dicotómica y analizando 
varias características individuales de un aislamiento, la lis- 
ta de posibles organismos se estrecha hasta que se realiza la 
identificación positiva (Figura 11.17). 

La determinación del contenido en guanina más citosi- 
па en el DNA genómico de un organismo, generalmente 
denominado contenido en GC, puede ser una parte de la 
taxonomía bacteriana clásica. Esta relación de bases en el 
DNA se expresa como: 


с+с 
ara х 00% 

El contenido en GC puede determinarse de varias mane- 
ras, como la determinación de la temperatura de fusión 
(ойде Sección 7.2), por transferencia Southern (Southern 
blotting) (véase Sección 10.12) o por métodos cromatográ- 
ficos. 

El porcentaje de GC puede variar ampliamente, con va- 
lores tan bajos como el 20% y tan altos como el 60% entre 
los procariotas, un rango algo más amplio que el observa- 
do en eucariotas (Figura 11.18). La composición de bases 
Че ОМА seha determinado en una amplia variedad de or- 
ganismos. El conocimiento del porcentaje de GC de un or- 
ganismo es útil de vez en cuando para la identificación, 
pero rara vez es definitiva. Esto es debido a que dos orga- 
nismos pueden tener idénticos valores GC y aún asi estar 
poco relacionados (tanto taxonómica como filogenética- 
mente) ya que son posibles una gran variedad de secuen- 
cias para una determinada composición de bases, Así, 
aunque valiosos en estudios taxonómicos, los porcentajes 
GC generalmente tienen poco valor en la caracterización 
taxonómica de un organismo. 
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ИКЦ норо de métodos que podrían utlizarss para 


белйс una nueva bacteria entérica aislada mediante técnicas mi- 
crobiológicas convencionales (е ejemplo muestra los pasos а seguir 
para identificar Escherichia сой), Nótese que la mayoria de los análisis 
mostrados requieran que el microorganismo crezca өп cultivo axénico 
y que өп su identificación se utiizan exclusivamente criterios fenotipi- 
сов. Las pruebas bioquímicas se describen an el Capitulo 24 (véase 
Sección 24.2, Tabla 24.3 y Figura 24.7). 


/_11.9 Revisión de conceptos 


La taxonomía bacteriana convencional concede gran importan- 

а а los análisis descriptivos de las propiedades fenotípicas del 

organismo. La determinación del contenido en guanina más ci- 

tosina (С + С) del DNA de los organismos puede formar parte 

Че este proceso. 

/ ¿Qué propiedades fenotípicas pueden utilizarse para dis- 
tinguir las bacterias? 

Y ¿Cómoes posible que dos organismos tengan un contenido 
de G + C similar en su DNA y, aún así, posean pocos genes 
en común? 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
GC (mol %) 


реет Márgenes de la composición де bases de varios or- 
gansmos. que el margen más amplio corresponde a Bacteria. 
ПЕП Taxonomía molecular 


La taxonomía molecular, también llamada quimiotaxonomía, 
emplea los análisis moleculares de una de las diversas bio- 
moléculas de la célula. Entre los principales métodos qui- 
miotaxonómicos están la hibridación DNA:DNA, el ribotipado 
y el análisis de lipidos. 


Hibridación DNA:DNA 

La relación de bases GC describe el porcentaje de cada nu- 
cleótido presente en el DNA genómico de una especie de- 
terminada pero no da información alguna acerca de la 
secuencia de estos nucleótidos. Las secuencias son críticas, 
por supuesto, ya que si dos organismos comparten muchas 
Secuencias nucleotídicas en sus DNAs, es probable que con- 
tengan muchos genes altamente similares, si no idénticos. 
Cabría esperar que tales DNAs puedan hibridarse en pro- 
porción a las semejanzas en sus secuencias génicas. La hi- 
bridación genómica determina el grado de similitud de 
secuencias y, por tanto, es útil para diferenciar organismos 
estrechamente relacionados. 

En la Sección 10.12, vimos la teoría y la metodología de 
la hibridación de ácidos nucleicos. En un experimento prác- 
tico de hibridación, el DNA aislado de un organismo se 
hace radiactivo con “Po ?Н, se corta en fragmentos relati- 
vamente pequeños, se calienta para desnaturalizarlo y se 
mezcla con un exceso de DNA no marcado a partir de un 

ismo radiactivamente preparado de la 
misma manera (Figura 11.19). Luego la mezcla de DNA se 
enfría y se deja que vuelva a anillarse, y el DNA de doble 
cadena se separa de cualquier DNA residual que no haya 
hibridado. A continuación, se determina la cantidad de ra- 
diactividad en el DNA hibridado y se compara con el con- 
trol, al cual se asigna el 100% (Figura 11.19). En los últimos 
años, además de la radiactividad, se han introducido una 
variedad de marcajes no radiactivos; éstos tienen la venta- 
ja de que los experimentos de hibridación no generan resi- 
duos radiactivos. 
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== EM 


Cortar y marcar (E) 


y y 


SÍ 
ОТЕ 


rar 1 и 4048 и HHH М i 


ta 


Experimento 
de hibridación: Mezclar ОМА de los dos organismos —añacir un exceso de DNA по marcado: 


DNA hibridado — 


DNA hibridado — 


— ГЕК. EI E 


DNA Һава — —— DMA no hibridado — 
ss— ETA PA FAP ШШЕ 
тамыш — T on robado 

b 

Porcentaje de hibridación 
с=т” юп ъз ъз ъа 
A аз 100% 75% 25% 7% 
Латта сара 1y2sonias  1y3sonel  1y4sonde 
(control mismas especies mismo género diferentes géneros 
(e) 


sele asigna un valor de hibridación del 100%. 


Nose ha establecido ningún acuerdo sobre el grado de 
"hibridación entre dos DNAs necesario para asignar a dos 
organismos al mismo rango taxonómico. Sin embargo, se re 
comiendan valores de hibridación del 70% o superiores 
"para asignar dos aislamientos a la misma especie, mientras 


que se requieren valores de al menos el 20-30% para en- 

rar dos organismos en el mismo género (véase Sección 
11.11 para ver las definiciones microbianas 
género y especie); la hibridación de los DNAs de dos orga- 


EEIN e гәне e Ге БЕБИ де Б» Sr a о д 
Se mares ncicdo авы оппо Кей radiactivo өп ө ONA dl Organismo Y) Experimento де hibridación. Se ensaya todas laa com 
'binaciones y se añade un exceso de DNA no marcado para evitar que el DNA marcado se reanille consigo mismo. Tras la hibridación, el DNA hi- 
bento se separa del no htridado antes de med а radiactvidad exclusivamente en DNA itridado. (c) Resutados, A la raclacidad del control 


nismos no relacionados produce valores menores del 10% 
(Figura 11.19). 

La hibridación DNA:DNA es un método sensible para 
revelar diferencias sutiles en el esquema genético de dos 
organismos y es, por tanto, una técnica útil para diferen- 
ciar dos organismos estrechamente relacionados, En reali- 
dad, una aplicación común de la hibridación genómica en 
estudios taxonómicos es ensayar dos organismos que son 
sospechosos de pertenecer a especies diferentes, incluso 
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cuando la secuenciación de la subunidad pequeña del RNA 
ríbosómico (Figura 11.22) y los análisis fenotípicos hayan 
sido incapaces de revelar diferencias entre ellos. 

Por supuesto, las secuencias del genoma completo con- 
vertirán en innecesarios los análisis de hibridación. Cuan- 
dose secuencia el genoma de una bacteria determinada, su 
conjunto completo de genes puede compararse con los de 
otra bacteria cualquiera (véase Capítulo 15). De momento, 
con sólo 100 genomas procarióticos completamente se- 
cuenciados, tales comparaciones no son posibles а gran es- 
cala. Sin embargo, con el tiempo, en un futuro no muy 
lejano los microbiólogos dispondrán de esta novisima he- 
rramienta para la taxonomía molecular. Hasta que la taxo- 
nomia se base en comparaciones de secuencias completas, 
la hibridación será útil en tanto que supone una estimación 
rápida de las similitudes genéticas y, por tanto, de las rela- 
ciones taxonómicas. 


Ribotipado 
El ribotipado es la técnica de identificación bacteriana que 
emplea alguno de los métodos previamente descritos para 
las caracterizaciones filogenéticas basadas en RNA ribosó- 
mico (véuse Sección 11.5). Sin embargo, a diferencia de los 
métodos de comparación de secuencias, el ribotipado no 
implica secuenciación, sino que en su lugar estima el mo- 
delo único que se genera cuando el DNA de un organismo 
зе somete a digestión con enzimas de restricción y se reve- 
la con una sonda del RNA ríbosómico (Figura 11.20). Dado 
que las diferencias entre las secuencias del RNA ribosómi- 
со de dos organismos se traducen en la presencia o ausen- 

a de sitios de corte para enzimas de restricción específicas, 
el modelo de restricción de una especie bacteriana particu- 
lar es único (Figura 11.20); de hecho, el método es tan es- 
pecífico que ha recibido el apelativo de «huella molecular» 
(molecular fingerprinting). 

En la práctica, el ribotipado comienza cuando el con- 
junto del DNA o el DNA que codifica el FRNA 165 y genes 
relacionados dentro del operón del RNA ribosómico se am- 
plifica por PCR, se trata con una о más enzimas de restric- 
tión, se separa por electroforesis y luego se rastrea con una 


Ribotipado. Resultados del fibotipado de cuatro bac- 
Топаз lácticas diferentes. El patrón de fragmentos de DNA generados 
por la digestión con enzimas de restricción de DNA obtenido de una co- 
Юга de cada bacteria, revelado con genes rRNA 165 utilizados como. 
sondas, es Único para cada especia e incluso para cepas de una es- 
ресів, Los modelos generadas en el gel por organismos conocidos se 
digitalizan y se guardan en una base de datos para la identificación de 
aislados cínicos o ambientales, Las variaciones en la posición e inten- 
sidad de las cadenas son importantes en la identificación. 


sonda (vésse Capitulos 7 y 10 para la descripción de estos 
métodos). El perfil generado por los fragmentos en el gel se 
digitaliza y se compara con perfiles de organismos relacio- 
nados presentes en la base de datos utilizando una compu- 
tadora (Figura 11.20). El ribotipado no sólo es rápido (puesto 
que evita la secuenciación, el alineamiento de secuencias у 
los requerimientos analíticos de los métodos de secuencia- 
ción del RNA ribosómico), sino también un método especí- 
fico de identificación bacteriana y por estas razones ha 
encontrado muchas aplicaciones en el diagnóstico clínico y 
enel análisis microbiológico de alimentos, agua y bebidas. 


Análisis de ácidos grasos: FAME 
Otro método popular de identificación bacteriana consiste 
еп la caracterización de los tipos y proporciones de los áci- 
dos grasos presentes en los lípidos de la membrana cito- 
plasmática y de la membrana externa de la pared celular 
(bacterias Gram negativas, véase Sección 4:9), Dado que la 
composición de los ácidos grasos de los procariotas es tan 
variable, tales como las diferencias en la longitud de las ca- 
denas de los ácidos grasos, la presencia о ausencia de grupos 
insaturados, anillos o cadenas ramificadas y de grupos hi- 
гохо (Figura 11.210), el perfil de ácidos grasos de una bac- 
teria particular puede ser a menudo útil en el diagnóstico. 
En la práctica, los ácidos grasos extraídos de hidroliza- 
dos celulares de un cultivo en condiciones estándar, se mo- 
difican químicamente para formar sus correspondientes 
metil ésteres, Estos derivados volátiles se identifican poste- 
riormente por cromatografía de gases. El cromatograma con 
los tipos y cantidades de ácidos grasos de una bacteria des- 
conocida se соп la base de datos que contiene los 
perfiles de ácidos grasos de miles de bacterias de referencia 
cultivadas en las mismas condiciones, y se selecciona el que 
mås se parezca al de la bacteria problema (Figura 11.210). 
Esta técnica se ha denominado FAME (por fatty acid 
methyl ester) y es ampliamente utilizada en clínica, salud 
pública y en laboratorios de inspección de agua y alimen- 
tos, donde la identificación de patógenos y otras bacterias 
peligrosas debe realizarse rutinariamente. El análisis FAME 
requiere una estandarización rígida, puesto que los perfiles 
de ácidos grasos de un determinado organismo pueden va- 
riar con la temperatura, fase de crecimiento (fase exponen- 
cial frente a fase estacionaria) y en menor medida con la 
composición del medio, Así, para obtener los mejores re- 
sultados, es necesario cultivar el organismo desconocido 
en un medio específico y a una temperatura específica, a 
fin de comparar su perfil de ácidos grasos con los de los or- 
ganismos de la base de datos que han sido cultivados de la 
misma manera, 


La taxonomía molecular incluye análisis moleculares de com- 

Ponentes celulares específicos, Éstos incluyen, entre otros, hi- 

bridación DNA:DNA, ribotipado y análisis de ácidos grasos. 

Z Una hibridación de menos del 10% entre el DNA de dos or- 
anisms indica que 

4. ¿En qué difiere el ribotipado de la secuenciación de genes 
del RNA ribosómico? 

Y ¿Quéesel análísis FAME? 
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Clases de Ácidos Grasos en Bacteria 


Clase Ejemplo Estructura del ejemplo 
A 
q 
Saturado Acido tetradecanoico onions 
z 
qe 9 нн 
аек T AA 
[pra к {Сне КУ (CHa) CH 
: Y 
ө» Е ooo 
но AA 
Ramificado Acido 13-metitetradecanoico Lon DE, 
ў 
EY 
Hidroxi Acido 3-hidroxitetradecanoico بەر‎ ee 
жы 


ЕШ 
Identcar 
E> picos con pis 
los patrones de > ету 
la base de datos 


¿Sa da un único ejemplo de cada clase, pero en realidad se han descubierto más de 200 ácidos grasos diferentes en bacterias, Un meti éster 


¡el mundo de los animales y las plantas, una especie se 
а como una población de individuos que puede 

arse en condiciones naturales, produciendo des- 

encia fértil, y que está aislada reproductivamente de 
poblaciones. Sin embargo, esta definición no es apli- 


alos procariotas. Los procariotas son estables y se re- 
oducen asexualmente, de manera que conceptos tales 
«producción de descendencia fértil», carecen de si 
cado. No obstante, los microbiólogos se refieren tradi- 
mente a «especies» de bacterias con la nomenclatura 
у dan nombres genéricos y específicos a los nuevos 
bacterianos. Entonces, ¿qué es una especie bacte- 


un grupo metilo (СН; en lugar de un protón en el radical carboxilo (COOH). (b) Procedimiento. Cada pico del cromatógrato de gases se 
Aun determinado méti éster de ácido graso y la altura del pico es proporcional а la cantidad. 


riana? Aunque el concepto de especie procariota está evolu- 
cionando, los microbiólogos contemporáneos han utilizado 
una combinación de métodos —denominada taxonomía po- 
lifásica— para diferenciar a las especies de procariotas en 
bases genéticas y fenéticas. Dentro de los criterios genéticos, 
1a taxonomia polifásica incluye, en particular, а secuencia. 
ción de la subunidad pequeña del RNA ribosómico y la hi- 
bridación genómica. 


Especies bacterianas y taxones superiores 
Seha que un procariota cuya secuencia del RNA 
ribosómico 165 difiera en más de un 3% de la del resto de 
ismos (esto es, la secuencia tiene una identidad menor 
del 97% con cualquier otra secuencia de la base de datos), 
debe considerarse una nueva especie. Esta propuesta está 
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Porcentaje de similitud en RNA 165. 


o 20 40 80 ю 100 
Porcentaje де similitud DNA-DNA genómico 
ШИШЕ] Petcón entre la simituc de secuencias de RNA п- 


bosómico 165 e hibridación de DNA de diferentes pares де organismos. 
Estos datos son al resultado de varios experimentos independientes 
соп varias especies del dominio Bacteria, Los puntos өп el recuadro na- 
ranja representan combinaciones en las que tanto la similtud de se- 
cuencia 165 como la hibridación genómica eran muy altas. por tanto, en 
cada caso, los dos organismos comparados pertenecían claramente а 
la misma especie, Por el contrario, los puntos del recuadro verde re- 
presentan combinaciones que indican que los dos organismos compa- 
rados eran де diferentes especies, y ambos métodos asi о refiajan. Los 
puntos өп el recuadro azul indican que los dos organismos comparados 
eran especies diferentes según la hibridación de DNA genómica, pero 
по según la secuenciación 168. Nótese que por encima del 70% de h- 
bridación, no se encontraron valores de similitud menores del 97% en 
el 165, Datos procedentes de Rosselló-Mora, R. y R. Amann, 2001. 
FEMS Microbiol. Revs. 25:30-67. 


sustentada por la observación de que los DNA de dos bac- 
terias cuyas secuencias de rRNA 165 presentan una identi- 
dad menor del 97% hibridan en general menos del 70%, el 
valor mínimo para considerar que dos organismos perte- 
necen a la misma especie (véanse Sección 11.8 y Figura 
11.19). Esto se representa en la Figura 11.22. Esta figura tam- 
bién muestra que la secuenciación de 165 carece del poder 
de resolución de la hibridación de DNA genómico рага 
diferenciar organismos al nivel de especie, Aunque una 
secuencia 165 que difiere de la de todos los organismos co- 
nocidos en más del 3% es probablemente una nueva espe- 
cie, tal como es definida por el criterio de menos del 70% de 
hibridación de DNAs, algunos organismos que tienen se- 
cuencias de los RNA ribosómicos muy similares están bas- 
tante poco relacionados (Figura 11.22). Así, una nueva 
especie podría perderse si se utilizara exclusivamente la se- 
cuenciación 165 como criterio taxonómico; por tanto, a ni- 
vel de especie, es necesaria una aproximación taxonómica 
polifásica. Por encima del rango de especie, la secuencia- 
ción 165 es una herramienta poderosa para clasíficar a los 
procariotas. Una nueva especie se define generalmente a 
partir de la caracterización de varias cepas. El concepto de 
especie es importante en microbiología ya que confiere a 
las cepas selecionadas identidad taxonómica formal. Los 
grupos de especies se agrupan luego en géneros, La deli- 
mitación de un género mediante criterios moleculares es 
un problema de juicio, más que en el caso de la especie, 


TABLA 11.5 

Dominio Bacteria Células procarióticas у secuencias Microscopía, secuenciación de RNA 
де RNA ribosómico tipicas de Bariera ribosómico y presencia de blomarcadores 

nicos, por ejemplo, el peptidoglicano 

О Gamma Proteobacteria Secuencia de RNA ribosómico típico Secuencia de rRNA 165 
de Proteobacteria 

Cime Zymobacteria ram negativas Tinción de Gram, microscopia 

Orden Chromatiales Bacterias tototróficas púrpuras Pigmentos característicos 

(véase Figura 173) 
Familia Chromatiaceae Bacterias púrpuras del azufre Capacidad para oxidar HS y almacenar S° 
- dentro de la célula; observación microscópica 
де cultivos para detectar 5° (бе fotografia) 

Género Alochromatium Bacterias bacilare rojas del azufre Microscopía (tase fotografia) 

Especie пити Células de 35-40 ит x 5-11 pon; Medición de las células al microscopio 
almacenan azufre principalmente en usando un micrómetro; buscar la posición 
los polos de la célula (пева fotografía) de S? en las células (nine fotografía) 

Fotografía % = 

de cólulas de 
Allochnownatium 
литі 
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pero diferencias de más del 5-7% (93-95% de identidad) en 
las secuencias 165 se han considerado como criterio para 
establecer un nuevo género. Los géneros se agrupan en fa- 
milias, las familias en órdenes, los órdenes en clases, y así 
sucesivamente hasta el taxón de más alto nivel, el domino 
(Tablas 11.4 y 11.5). Actualmente, se reconocen más de 5200 
especies de Bacteria y Archaea (Tabla 11.5). 

En la identificación de un organismo desconocido es 
esencial que el organismo satisfaga todos los criterios ta- 
xonómicos de los niveles superiores al de especie. Así, en el 
ejemplo dado en la Tabla 11.4 donde se muestra la jerar- 
qula taxonómica de la bacteria Allochromatium warmingii, 
todas las especies del género Allochromatium deben ser Bac- 
teria Gram negativas de forma bacilar, púrpuras del azu- 
fre; si no se cumple alguno de estos criterios, el organismo 
no se considerará una especie de Allochromatium. En otras 
Palabras, cuando uno desciende del nivel de dominio al de 
especie a través de la jerarquía taxonómica, los criterios uti- 
lizados para distinguir dos organismos se hacen menos ge- 
nerales y más específicos (Tabla 11.4). 


Especiación bacteriana 

¿Cómo surge una nueva especie bacteriana? Imaginemos 
ша población de células que se ha originado a partir de 
una única célula y que ocupa un nicho ecológico particular. 
Si las células de una población comparten un recurso (nu- 
triente o medio) determinado (por ejemplo, un nutriente 
lave), esta población de células puede denominarse un evo- 
fipo. En un hábitat pueden existir diferentes ecotipos, pero 
сайа uno tiene éxito sólo dentro de su nicho en el hábitat. 
Dentro de un ecotipo dado, la aparición de una mutación 
adaptativa va seguida de la selección periódica, sustitu- 
yéndose el viejo ecotipo por una población del nuevo eco- 
tipo (Figura 11,23). De esta manera, las poblaciones de 
células divergen finalmente entre sí, y repetidos ciclos de 
mutación y selección terminan por originar un есобро que 
es lo suficientemente distinto desde el punto de vista ge- 
ético para ser reconocido como una nueva especie (Fi 

та 11.23). Ема serie de acontecimientos dentro de un ecotipo 
no tienen efecto en otros ecotipos, puesto que no compiten 
por los mismos recursos (Figura 11.23). 


La especiación bacteriana se ve tambiémafectada por la 
transmisión lateral (horizontal) de genes, la transferencia 
Че genes entre especies por conjugación, transducción y 
transformación (véase Capítulo 10). Los procariotas son se- 
xualmente promiscuos y pueden intercambiar genes a tra- 


уб de amplias barreras fil s. Por tanto, una nueva 
tapacidad genética dentro de un ecotipo puede provenir 
Че genes obtenidos de células de otro ecotipo más que me- 
diante mutación y selección. Aun así, la especiación ac- 
tual se cree que es más un resultado de la mutación у 
selección periódica de los genes del genoma propio que 
de la adquisición de genes por transferencia lateral. A di 
ferencia del conjunto de genes de un organismo, los ge- 
тез adquiridos por transferencia lateral son generalmente 
escasos en número, confieren sólo un beneficio temporal 
еп el nicho del organismo, y, con frecuencia, se pierden 

_ fácilmente si la presión selectiva para retenerlos dismi- 
пцуе. 


O о 


Ecotipo | ФӘ e conienen 
o та manco 
о adaptativa 
Selección Un mutante adaptativo. 
paródica o эде Las clas 
venres del соро! 
po эшо» 
ооо "т 
кє” 0.09% 
о 
Repetición 4 
del proceso 
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o A o 
Nueva 
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os ecotipos pueden coexistir en un único hábitat microbiano, ocu- 
pando cada uno ви propio nicho ecológico primario, Cuando sa 
produce una mutación beneficiosa dentro de un ecotipo, la célula 
que contiene la mutación adaptativa formará finalmente una pobla- 
ción que reemplazará al ecotipo original. А! producirse este proca- 
зо repetidamente dentro de un determinado ecotipo, se forma una 
población de células genéticamente distintas que representa una 
nueva especie. Puesto que otros ecotipos no compiten por los mi 
тов recursos, no verán afectados por los sucesos genéticos y se- 
lectivos que tienen lugar fuera de su ecotipo. 


El resultado neto de casi 4000 millones de años de evo- 
lución bacteriana (véase Figura 11.6) son las especies bacte- 
rianas que vemos hoy. Los microbiólogos coinciden en que 
то se tiene una idea clara de cuántas especies de procario- 
tas existen. Se conocen varios miles (Tabla 11.6), y se sos- 
pecha la existencia de varios miles más, quizá un total de 
100 000-200 000 (o más, según algunas estimaciones). En 
cualquier caso, la amplitud de la diversidad procariótica es 
enorme. 
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TABLA 11.6 


Dominios 1 1 2 
Phyla эз y 2 
Clases n 8 40 
Orlenes 7 1 e 
Familias 182 E] 20 
Géneros ЕД Са СТ 
Especies. 5007 27 sa 


* Lam mineros se refieren alos nombres de géneros y especies de баета y 
Archa oiialmente reconocidos en el айо 2001 


Fuente Сату С.М, Boone, Р. К. y RW Castenholz (edis). 2001, Berry's 
Manual Systematic Kacterindogy. 2n өй, Vol 1. Springer, New York. 


/_11.11 Rovisión de conceptos 


El concepto de especie se aplica tanto a los procariotas como a 
los eucariotas, existiendo una jerarquía taxonómica similar, sien- 
Чо el dominio el taxón de más alto nivel, La especiación bacte- 
riana puede producirse debido a la selección periódica de un 
carácter favorable dentro de un ecotipo. 


Y Sî un género determinado incluye varias un 


———— Incluye varios géneros. 


/ ¿Quées un ecotipo? 


Nomenclatura y 
а, 


Siguiendo el sistema binomial de nomenclatura usado en 
biología, las bacterias reciben un nombre para el género y 
un nombre para la especie, En general, los nombres deri- 
van del latín o griego latinizado que describen alguna pro- 
piedad típica de la especie y se escriben en letras itálicas о 
cursivas, Por ejemplo, se han descrito más de 100 especies 
diferentes del género Bacillus, tales como Bacillus (B.) sub- 
filis, В, cereus, B. tearothermophilus y B. acidocaldarius. Estos 
nombres específicos significan «fino», «ceroso», «amante 
del calor» y «ácido-termal», respectivamente, y en general 
describen las características morfológicas, fisiológicas o 
ecológicas importantes de cada organismo. 


Colecciones de cultivos tipo y publicación 

de nuevos taxones 

Cuando se aísla un organismo nuevo y se cree que es úni- 
со, debe tomarse la decisión de si es suficientemente dife- 
rente de otras especies como para ser descrito como nuevo, 
o quizá, incluso lo suficientemente diferente de todos los 
géneros descritos para merecer ser definido como un nue- 
vo género (en este caso la especie queda automáticamen- 
te creada). Para realizar la propuesta taxonómica formal, 
como la creación de nuevo género o especie, se publica una 


descripción detallada del aislado y del nombre propuesto 
y se deposita un cultivo viable del organismo en dos 
Colecciones de cultivos, tales como la americana y alema- 
na: American Type Culture Collection (ATCC, Colección 
Americana de Cultivos Tipo; Manasas, Virginia, USA) y 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zelkulturen 
(DSMZ, Colección Alemana de Microorganismos; Brauns- 
chweig, Alemania) (véase Sección 30.1). La cepa deposita- 
da sirve como cepa tipo de la nueva especie y como 
estándar para comparar otras cepas que se crea que puedan 
ser la misma. 

Las colecciones de cultivo conservan el cultivo deposi- 
tado, generalmente congelándolo a temperaturas bajas (de 
-8C a —196°С) o liofilizándolo, Esta práctica difiere de las 
utilizadas en botánica o zoología. Estas disciplinas utilizan 
especímenes preservados (muertos, bien como material de 
herbario seco o animales fijados químicamente) como el 
modelo al que comparar las nuevas especies que se pro- 
ponen. Los microbiólogos confían en una cepa tipo viva 
que pueda ser distribuida entre la comunidad cient 
cultivada y estudiada; esta práctica permite comparacio- 
nes más detalladas y reproducibles, especialmente a nivel 
molecular. 

Sî la descripción de un nuevo organismo se publica en 
una revista diferente al International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology (1]SEM), publicación oficial de los 
registros de taxonomía y clasificación de procariotas y le- 
vaduras, debe enviarse a esta revista una separata del tra- 
bajo publicado y el nombre validado, antes de que sea 
aceptado formalmente como un nuevo taxón microbioló- 
gico. En cada número, el IJSEM publica una lista de nom- 
bres aprobados para su inclusión en el Manual de Bergey de 
bacteriologia sistemática (Figura 11.24), un importante trata- 
do de la taxonomía de procariotas, 


ї 


IAE] Menua ое Bergey де bacterologí sistemática, зө: 


gunda edición. Esta fuente describe, en cinco volúmenes, las princi- 
pales propiedades de todos los procariotas, tanto Bacteria como 
Archaea. 


PREGUNTAS DE REPASO = 349 


Manual de Bergey y Los procariotas 

Aunque no existe una fuente oficialmente reconocida en el 
campo de la taxonomía microbiana, el Manual de Bergey de 
bacteriologia sistemática (Bergey's Manual of Systematic Bacte- 
riology) es la referencia más indicada. Ampliamente usado, 
el Bergey's Manual (Manual de Bergey) (Figura 11.24) es un 
compendio de información estándar y molecular de todas 
las especies reconocidas de procariotas en el momento de 
su publicación y contiene un buen número de tablas, figu- 
ras y otra información sistemática útil а efectos de identifi- 
cación. La segunda edición del Manual de Bergey, publicado 
еп cinco volúmenes que aparecerán a lo largo de varios 
años a partir del 2001, ha incorporado muchos de los con- 
ceptos surgidos de los estudios de secuenciación del RNA 
tibosómico y los mezcla con una abundante información 
dela taxonomía clásica. Una segunda referencia importan- 
te es un tratado de muchos volúmenes llamado The Pro- 
kuryotes (Los procariotas), Este tratado, con más de 4100 
páginas en su segunda edición (1992), es ahora accesible en 
su edición online (http:/ /wwsw.prokaryotes.com) que se re- 
visará periódicamente para reflejar en ella el rápido ritmo 


reguntas de repaso 


al que se genera nueva información sobre la taxonomía y fi- 
logenia procariótica. Colectivamente, el Manual de Bergey y 
Los procariotas ofrecen a los microbiólogos los fundamen- 
tos de la taxonomía y filogenia microbiana tal como la co- 
nocemos hoy, y son las primeras fuentes que los taxónomos 
consultan cuando caracterizan un nuevo aislamiento de un 
procariota. 


/_11,12 Revisión de conceptos 


Los procariotas reciben nombres para el género y epítetos para 
la especie descriptivos. El reconocimiento formal de una nueva 
especie procariótica requiere depositar una muestra del orga- 
nismo en un centro de colección de cultivos y la 
cial, así como la descripción, de la nueva especie, El Bergey > 
Manual of Systematic Bacteriology es una recopilación de Bacteria 
y Archaea. 


Y Qué es el ISEM y qué función taxonómica representa? 


Z Wor qué el material celular vivo puede ser más útil en ta- 
xonomía que los organismos preservados? 


1. ¿Cuál es la edad del planeta Tierra? ¿Cuál es la edad 
Че los primeros microfósiles conocidos? 

2. ¿Cuáles son las principales características que debieron 
haber tenido los organismos primitivos para poder 
multiplicarse y por qué? 

3. Explique la función que los compuestos de hierro-azu- 
fre y el Н, pudieron haber desempeñado en los pro- 
esos iniciales de la vida. 

4. ¿Por qué la evolución de las cianobacterias fue tan im- 
portante para la evolución posterior de la vida en la 
Tierra? 

5. ¿Qué propiedades del RNA habrían hecho posible una 
era de vida con RNA? Si las formas de vida соп RNA 
existieron alguna vez, ¿por qué no existe rastro de ellas 
en la actualidad? a 

6. ¿Cuáles podrían ser las ventajas de abandonar la era 
de la vida con RNA, en favor de una vida celular ba- 
sada en DNA, RNA y proteína? 

7. ¿Por qué los RNA ribosómicos son mejores moléculas. 
para los estudios filogenéticos que las proteínas del 
tipo ferredoxina, citocromos o enzimas específicas? 

В, ¿Qué son las secuencias signatura y cuál es su valor 
filogenético? ¿Cómo se reconocen las secuencias sig- 
natura? 

9, ¿Qué es la tecnología FISH? Describa con un ejemplo 
cómo la usaría. 

10, Describa los métodos implicados en la obtención de 
secuencias de tRNA 165. ¿Qué función tiene la reac- 


ción en cadena de la polimerasa (PCR) en la filogenia 
molecular? 


11. ¿En qué consiste el muestreo de una comunidad micro- 
biana у qué información puede darnos este método so- 
bre la diversidad microbiana en un determinado 
hábitat? 

12. ¿Qué hallazgo filogenético importante derivó del es- 
tudio de las secuencias del RNA ribosómico? ¿Cómo 
modificó el punto de vista clásico de la evolución? 
¿Cómo respalda este descubrimiento las ideas previas 
acerca del origen de los organismos eucarióticos?. 

13. ¿Qué importantes propiedades fisiológicas y bioquí- 
micas comparte Archaea соп Eukarya? ¿Y con Bacteria? 

14. ¿Cuáles son las principales características fenotípicas 
usadas por la taxonomía bacteriana clásica para agru- 
par los organismos? ¿Cuáles, si es que alguna, de es- 
tas propiedades tienen valor filogenético predictivo? 

15. ¿Por qué los porcentajes de bases GC no son útiles para. 
hacer determinaciones filogenéticas? ¿En qué situa- 
ciones este porcentaje es de utilidad en estudios taxo- 
nómicos? 

16. ¿En qué difiere el ribotipado de la secuenciación 165 en 
cuanto herramienta para la identificación de microor- 
ganismos? 

17. ¿Qué se determina en el análisis FAME? 

18. Examine el siguiente nombre bacteriano: Pseudomo- 
nas aeruginosa. ¿Qué parte corresponde al epíteto de 
especie? ¿Cuál es el otro nombre? Con respecto a la je- 
rarquía taxonómica, ¿cuál de los dos nombres podría 
tener otros nombres por debajo de él? 

19. ¿Cómo se cree que surge una nueva especie bacte- 
Чала? 
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Ejercicios prácticos 


1. Compare y diferencie las condiciones físicas de la Tie- 
тта en el momento en el que apareció la vida por vez 
primera con las condiciones de la actualidad. Desde 
un punto de vista fisiológico, explique al menos dos de 
las razones por las que los animales по pudieron haber 
existido en la Tierra primitiva. 

2. ¿Por qué es altamente improbable que la vida pudie- 
ra originarse en la actualidad como lo hizo hace miles 
de millones de años? 

J. Imagine que está debatiendo con alguien contrario a la 
teoría de la endosimbiosis. Cite cinco pruebas que 
utilizaría para convencer a su oponente de que la en- 
dosimbiosis tuvo lugar. (Tal vez desee revisar el Capi- 
tulo 14 antes de escribir su respuesta.) 

. Basándose en las siguientes secuencias, calcule la dis- 
tancia evolutiva entre estos tres organismos y prediga 
cules son las dos más cercanas entre sí. 

Organismo 1: AGGUACGUUA 
Organismo 2: UGCCACGGUU 
Organismo 3: AGGUACGGUA 
Dibuje un árbol filogenético que muestre las relacio- 
nes evolutivas aproximadas de estos tres organismos. 

5. Imagine que está haciendo el análisis de los lípidos de 
dos procariotas según se muestra en la Figura 1121. 
Los resultados obtenidos para el cultivo A muestran 


que hay abundancia de ácidos grasos insaturados de 
cadena corta. Los análisis de las células del cultivo В 
Чап como resultado la presencia de lípidos fitanilo uni- 
dos por enlaces éter. Basándose en esta información, ¿a 
qué dominios filogenéticos pertenecen los organismos 
A y B? Si se le dijera que ambos tipos de organismos 
son extremófilos (véase Sección 24), y que uno provie- 
пе de una fuente termal y otro del hielo del océano 
polar, ¿cuál sería cada uno de ellos? Por último, en fun- 
ción de su análisis de los lípidos y su conocimiento a 
cerca de dónde se localizan mayoritariamente los lipi- 
dos en la célula (véanse Sección 34 y Figura 3.3), des- 
criba cómo las sustancias detectadas los benefician o 
ayudan en sus ambientes extremos. (Quizá necesite 
revisar la información dada en las Secciones 6.8-6.10 
antes de contestar.) 

6. Determine el porcentaje GC del siguiente fragmento 
de DNA: 
ТААСССТССААССТТАССТА 
ATTCGGACGTICGAATCGAT 

7. ¿Qué fuentes bibliográficas consultaría para obtener 
información de la taxonomía y filogenia de los proca- 
riotas? Si su biblioteca tiene ambas informaciones, 
compare sus tablas y contenidos, ¿Cuál de ellas pone 
mayor énfasis en la clasificación y la nomenclatura? 
¿Y en el enriquecimiento, aislamiento y cultivo? 


11 árbol filogenético de Bacteria contiene alrededor de 20 phyla de rer 
presentantes cultivables y otros 20-30 phyla que w sabe que existen 
pero aún по cultivados. Las especies de Bacteria muestran una gran 
disersidad en términos de morfología, fisiología e historia evolutiva La bacteria 
йам del azufre Achromatium, mostrada aquí, es um género de quiminlitatro- 


ox, aquellos procariotas que utilizan los compuestos inorgánicos como donado- 
же de electrones para el motaboliamo y obtención de energía. Algunos Мроя 
ыд» de quimioliotrofos, muchos quimioorganotrotos y uno de los prin- 
«palos prupos de fototrufos (bacterias rojas) se encuentran distribuidos entre Ya 


1008 subgrupos de Proteobacteria, ө! mayor phylum de Barteria. 


45933339 


E 


LA DIVERSIDAD PROCARIÓTICA: BAC 


FILOGENIA BACTERIANA 
Generalidades de la filogenia de Bacteria 


PHYLUM 1: PROTEOBACTERIA 

Bacteria roja» fototróticas 

Bacteria nitrificantes 

Bacteria uxidantes del azufre y del hierro 


Bacteria prostecas 
y que geman 
Peoteabacterias reductoras del sulfato: 


PHYLUM 2: BACTERIA GRAM POSITIVAS 
Barteria Gram positivas no esporuladas, 
> Bacteria 


E CELL 1 в 
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IRSIDAD PROCARIÓTICA: 


¡CTERIA 


1222 Bacteria Gram positivas con alto IX PHYLUM 8: GRUPO CITOFAGA 428 
contenido en GC: corineformes 12:31 Cytophaga y géneros relacionad 428 
y Bacteria del ácido propiónico 410 > ч е 
1229 Bacteria Gram positivas con alto X PHYLUM 9: BACTERIA VERDES DEL AZUFRE 428 
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Ácido alcohol resistencia una propiedad 
de las especies del género Mycobacterium 
donde las células teñidas con el colorante 
básico fuchsina, resisten la decoración con 
alcohol acidificado 

Bacterias entéricas un gran grupo de b» 
dlos Gram negativos y metabolismo anac 
obio facultativo 

Bacterias nitrificantes «uimiolloaofos са. 
paces de llevar a cabo la transformación 
NH, — NO; o NO; — МО, 

Bacterias reductoras de sulfato un стат 
второ de bacterias anserobias que respiran 
anaeróbicamente utilizando SO? como 
ceptor de electrones produciendo HS 

Bacterias rojas del azufre un grupo de 
procariotas fototrópico que contienen bac- 
terioclorofila а о b, que se caracterizan por 
su capacidad de oxidar HS y por acumular 
azufre elemental en el interior celular (ex 
cepto en el gênero Ectuthiorhodospira que lo 
hace en el exterior) 

Bacterias rajas no del azufre un grupo 
de procariotas fototrópicos que contienen 
bactenociorofla a о b que crecen mejor 
¡como fotoheterotrofos y tienen relativa- 
mente baja tolerancia а H:S 

Bacterias verdes procariotas fototróficos 
зоон que contienen clorosomas y 
bacterioclorofilas c. doe 


Carbaxisomas inclusiones celulares cristali- 
nas y роса» de ribulosa difosfato car- 
boxilasa (RubisCO), enzima clave del ciclo 
de Calvin 

Clanobactería procariotas fotosintéticos oxi- 
úénicos que contienen clorofila a y ficobili- 
nas pero no clorofila b 

Clorosomas estructuras en forms de cigarro 
rodeados por membrana atípica y que con- 
tienen los pigmentos fotosimtéticos bacte- 

—Чойонйд» с, о e en bacterias verdes y 
Chiorofierus 

Consorcios ascxiación de dos o más proca- 
motas viviendo en simbiosis intima 

Espiroqueta un procariota alargado y fuer- 
temente curvado о helicoidal que se carac- 
terizan por poseer filamentos axiales para 
su movilidad) 

Mellobacterías procariotas fototrópicos ano- 
xigénicos que contienen bacteriociorofila g. 

Meterocisto célula diferenciada de una cia- 
nobacteria que lleva a cabo la fijación de 
nitrógeno pero no la fotosíntesis oxigé- 


Heterofermentativo relativo a bacterias del 
ácido láctico, capaces de originar más de 
un producto de fermentación 

Hiportermófilo un organismo cuya tempe 
ratura óptima de crecimiento es superior a 
вс 


Momoformentativo relativo a bacterias del 
cido láctico y que originan ácido láctico 
como único producto final de fermentación 

Metanotrofo un organismo capaz de odar 
metano (CH) 

Metilatrofo un organismo capaz de oxidar 
¡compuestos orgánicos que no contiene en- 
laces carbono <arbono; si es capaz de oxi- 
dar metano también ех metanotrófico 

Prochlorephyta un procarota fototrolo oxi- 
Rénico que contiene clorofila a y b pero ca- 
тесеп de ficobilinas 


Proteobacteria un linaje principal bacteria- 
no que comprende un gran número de ba- 
cilos у cocos Gram negativos 

Pseudomonas miembro del género bacteria- 
no Pseudomonas, un gran grupo de bacte- 
rias Gram negativas con metabolismo 
obligadamente respiratorio (nunca fer- 
mentativo) 

'Quimiolitotrofos organismos capaces de oxi- 
dar compuestos inorgánicos como fuente 
de energia 


Reacción de Stickland fermentación de un 
par de aminoácidos en la que uno de ellos 
sirve como donador de electrones y el se 
gundo como aceptor 
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1 FILOGENIA BACTERIANA 


E nel capítulo precedente se trató sobre las relaciones 
evolutivas entre los microorganismos. En éste y en 
los dos capítulos siguientes se extienden estos conceptos 
alos grupos principales de microbianos. Existiendo miles 
Че microorganismos, evidentemente no podremos conside- 
rarlos todos. De este modo, utilizando un árbol filogené- 
tico como centro de nuestra presentación, examinaremos 
especies cultivadas, particularmente bien conocidas y otras 
еп las que se dispone de mucha información fenotípica. 
Para un conocimiento más detallado sobre la diversidad 
procariótica el estudiante debe consultar Bergey's Manual 
of Sysylematic Baceriology y The Prokaryotes (véase Sección 
11.10), En este capítulo nos centramos en especies de Bac- 
feria mientras que en los dos siguientes lo haremos sobre 
Archaea y Eukarya, respectivamente. 


lidades de la filogenia 
гі, 


А menos se conocen 17 linajes principales (phyla) de Bac- 
leria que derivan del estudio de cultivos de laboratorio, y 
otros muchos han sido identificados al secuenciar genes de 


TRNA de Bacteria en hábitat naturales. La Figura 12.1 nos da 
una visión filogenética de Bacteria, El phylum filogenético 
más antiguo contiene el género Aquifex y géneros relacio- 
nados; todos ellos son quimiolitotrofos, oxidantes de hi- 

е hipertermofílicos. Otros phyla próximos tales 
como Thermosulfobacterium, Thermotoga y la bacteria verde 
no del azufre (grupo Chloroflexus) también contienen espe- 
cies termofílicas. 

Después de las bacterias verdes no del azufre, vemos 
los deinococos y microorganismos afines, las espiroque- 
tas, las bacterias verdes del azufre y fototróficas, los grupos 
quimioorganotrofos Flavobacteria y Cytophaga, las que ge- 
man Plantomyces-Pirella y Verrucomicrobium, las Chlamydia 
y los géneros Nitrospira y Defferribacter (Figura 12.1). Cada 
uno de estos grupos se explican con detalle en este capí- 
tulo. 

El resto de los phyla de las especies cultivables de Bac- 
teria constituyen el grupo principal de este capítulo, Inclu- 
yen las bacterias Gram positivas, las cianobacterias y las 
Proteobacterias. Cada uno de ellos es un gran grupo que 
contiene muchos géneros yson Bacteria de los que se tiene 
mucha información de sus caracteres fenotípicos. Las bac- 
terias Gram positivas pueden separarse en dos subgrupos, 
los de bajo contenido еп GC y los de alto GC; términos que 
se refieren al hecho de ser especies que poseen una relación 
de GC en las bases de sus DNAs (véase Sección 11.9), por de> 
bajo o por encima de 50% respectivamente, Las bacterias 
Стат positivas son un gran grupo de Bacteria quimioorga- 
notrofas y se describen con detalle en las Secciones 12.19- 


ma Arbol fiogenético detallado con los principales inajes (phyla) de Bacteria basados өп la comparación de secuencias del RNA 
165, 
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12.24. Las cianobacterias son procariotas fototróficos oxi- 
génicos, con raíces evolutivas cerca de las Bactería Gram 
positivas; estos organismos se describen en las Secciones 
12.25 y 12.26. 

El phylum final en el árbol de Bacteria es el de Proteo- 
bacteria (Figura 12.1). Este grupo es el más grande y más di- 
verso fisiológicamente de todo Bacteria (véanse las Secciones 
12.2-12.19). Las Proteobacterias contienen 5 grupos con va- 
rios géneros cada uno, designados por las letras griegas alfa 
а, beta В, gamma y, delta 8 у épsilon e (véase Tabla 12.1). Fi- 
siológicamente, las Proteobacteias pueden ser bien foto- 
trofas, quimiolitotrofas o bien quimicorganotrofas. De 
hecho, veremos en el Capítulo 17 la gran diversidad de me- 
canismos que generan energía y que son representativos de 
este grupo, 

Con esta introducción a la filogenia del dominio Bacte- 
ria, procederemos a la descripción de cada phylum. Empe- 
zaremos con el mayor de los grupos conocidos del dominio 
Bacería: las Proteobacteria. 


II PHYLUM 1: PROTEOBACTERIA 


La Tabla 12.1 recoge algunos de los géneros clave de las 
Proteobacterias. Como grupo se trata de bacterias Gram пе 
gativas, muestran una gran diversidad metabólica y repre- 
sentan la mayoría de las bacterias con importancia clínica, 
industrial o agrícola. Empezamos la descripción con las 
Proteobacteria fototróficas: las bacterias rojas. 


ЕЕЕ 32cteria rojas tototróticas 


Géneros clave 


Chromatium 
Ectothirhodospira 
Rhodobacter 
Rhodospirillum 


Las bacterias rojas fototróficas llevan a cabolarfotosintesis 
no oxigénica; a diferencia de las cianobacterias (tse Sec- 
ción 12.25) el oxígeno (O,) no está implicado. Las bacterias 
rojas contienen pigmentos de clorofila llamados bacterio- 
clorofilas y, además, una variedad de pigmentos carotenof- 
dicos. En conjunto, estos pigmentos dan a estas bacterias 
rojas sus espectaculares colores, generalmente rojo, púrpu- 
ra o marrón (Figura 12.2). Examinaremos la estructura de 
estos pigmentos y aprenderemos en el Capítulo 17 cómo se 
genera el ATP cuando la luz es la fuente primaria de ener- 
gía (un proceso que se conoce como fotofosforilación). Estas 
bacterias воп un grupo morfológicamente diverso y su ta- 
xonomía ha implicado diversas líneas filogenéticas, mor- 
fológicas y fisiológicas. 

Las bacterias rojas forman sistemas fotosintéticos 
membranosos intracelulares que contienen los pigmen- 
tos fotosintéticos. Estas membranas pueden poseer varias 
mortfologías (Figura 12.3) pero en todos los casos se ge- 


Alfa Acetobacter Nitrobacter 
Agrobacterium Paracoccus 
Alcaligenes Rhodospirillum 
Азрет Rhodopseiuomonas 
Ватт Rhodobacter 
Bradyrhizobium Rhodomcrobium 
Brucella Rhodøoulum 
Саона Rholopia 
Ба Rhicobium 
Gtuconabacter Rickettsin 
Hyphomicrobium Sphingomonas 
Майуосунь Zymomons 

ГЕЛ Аланин Oralobacter 
Bordetella Ralstonin 
Burkholdria Клон 
Chromotacterum Rhodoferax 
Сайюнейа Sphaerotilus 
Плыт Spiritum 
Metkvlophilis КҮЙ 
Мамта доці 
Митот 

Gamma Acetobacter Phototaciermon 
КОЙ Perutomonns 
Azotobacter Metluvlocccus 
Chromatin Metloviotacter 
Escherichia КО 
Ectothiorhodospira Thiobacillus 
Ermita Thiomicrospia 
Francisella Тири y 
Наото» otras bacterias 
Наото rojas del azufre 
Legionella Salmonella y otras 
Пемонт enterabacterias 
Metivlomonas ињ 
©су йит Xanthomonas 

Dela опаа Geobacter 
Aeromonas шот» 
Мето Moraxella 
Desulfuromonas Musee y otras 
Desulfovibrio y mixobacterias 

otras bacterias ташын 
reductoras de sulfato — Syntrophohacter 

Francisella 

Epsilon Сатре Tinoco 
Накл молеа 
Tinomucrospira 


* Est abla solamente incluye géneros bien establecidos de las Proteobucte- 
ә Para una lisia completa de Protobaciena y generos de otros inajes de 
Bacteria, ts @ Apéndice 2 


neran por invaginación de la membrana citoplasmática, lo 
que les permite incrementar el contenido e delos 
pigmentos y así utilizar mejor la luz disponible. Cuando 
crecen соп alta disponibilidad de luz poseen pocas mem- 
"ranas, pero cuando escasea la luz, las células están llenas 
de formaciones membranosas y fotopigmentos. 


FOTOTRÓFICAS = 355 


оча 122 Potosi de curvos iquidos de diferentes bacterias 
fototrófcas mostrando los colores дө las diferentes especies con d+ 
versos contenidos en pigmentos carotenoides. El cultivo azul es un 
mutants defectivo өп la sintesis de carotenoides de Йлодозре бут ru- 
num en el que se demuestra cómo la bactenociorofia а es de hecho 
de color azul. La botella del extremo derecho (Rhodobacter sphaeroi 
de, cepa G) carece do una de los carotenoides de la esto silvestre y 
ро elo es mas verdoso. 


Bacteria rojas del azufre 

Las bacterias rojas que utilizan sulfuro de hidrógeno (Н;5) 
tomo un donador de electrones para la reducción fotosin: 
ética del CO,, se las conoce como bacterias rojas del azufre 
(Tabla 12.2). El sulfuro es oxidado a azufre elemental (S°) 
que es almacenado como gránulos dentro de las células (Fi- 
ura 12.4); más tarde el azufre desaparece a medida que se 
да a sulfato, Muchas de estas bacterias rojas también 
pueden reducir otros compuestos azufrados como dona 
dores de electrones fotosintéticos tales como el tiosulfato 
6/0,” ), siendo éste un compuesto clave para cultivar es- 
los microorganismos en el laboratorio. Actualmente, se in- 
duyen еп el grupo gamma de Proteobacteria. 

Las bacterias rojas del azufre se encuentran habitual: 
mente en zonas anóxicas de lagos bien iluminados y otros 
Hábitat acuáticos donde el H,S se acumula. También en los 
manantiales sulfurosos» en los que el Н dé origen bio- 
lógico o geoquímico puede disparar el rápido crecimiento 
бевме tipo de bacterias rojas del azufre (Figura 125). Los 
lagos más favorables para el crecimiento de las bacterias 
tojas del azufre se denominan lagos meromícticos (perm 
Mentemente estratificados). Los lagos meromícticos se es- 
Iratífican porque poseen agua más densa en el fondo 
(normalmente salina) y menos densa (normalmente agua 
dulce) cerca de la superficie. Si existe suficiente sulfato para 

не sea reducido, el sulfuro originado en los sedimentos 
fifunde hacia arriba, hacia las capas anóxicas de las aguas 
Pälli las bacterias rojas del azufre crecen masivamente, por 
o general, asociadas con las bacterias fototróficas verdes 
del azufre (Figura 12.5 

El género Ectothiorhodospira y Halorhodospira tienen un 
interés especial porque, a diferencia de otras bacterias rojas 
del azufre, estos organismos oxidan H,S y producen S? fue- 
a de la célula (Figura 12.4) y también porque algunas de 


Ы 


AS ре 
Сда visas а microscopio electrónico. (a) Ectothlortodospla тері 
mostrando las membranas fotosintétcas en láminas planas (amelas) 
®) Alocivomatium иповит, mostrando las membranas como ево 
las individuales de forma erica. 


sus especies son halófilas extremas, encontrándose entre 
los más halófilos del mundo procariótico. Estos organismos 
se encuentran típicamente en ambientes marinos, lagos sa- 
lados, lagos bicarbonatados y salinas. 


Bacteria rojas no del azufre 

Estas bacterias se denominan «no del azufre» porque ini- 
cialmente se pensaba que eran incapaces de usar sulfuros 
como donadores de electrones para la reducción del CO; 
hasta material celular. Sín embargo, el sulfuro sí puede ser 
utilizado por la mayoría de las especies, aunque los nive- 
les de este compuesto que pueden utilizar las bacterias ro- 
jas del azufre son tóxicos para la mayoría de las bacterias 
rojas по del azufre. Algunas de las bacterias rojas no del azu- 
fre también pueden crecer anaeróbicamente en la oscuri- 
dad utilizando la fermentación o la respiración anaeróbica, 
y la mayoría pueden crecer anaeróbicamente en la oscuri- 
dad por respiración. En estas últimas condiciones el do- 
nador de electrones puede ser un compuesto orgánico о 
incluso en algunas especies un compuesto inorgánico tal 


Azufre depositado externamente 
Espirilos con flagelos polares 
Espirilos y alcalofilicos extremos. 
Espirilos у halófilos extremos 
Azufre depositado internamente: 
No contienen vesículas de gas 
son ovales, bacilos y con flagelos polares. 


Cocos alcalofilicos 
Cocos con bacterioclorofila b 
Cocos 


Cocos, diplococos, tétradas, inmóviles; Células de 1,2-3 ит de diámetro. 


Cocos u ovales, flagelos polares; Células de 2,5-3 um de diámetro. 
Cocos de 1,5-2,5 um de diámetro 
Cocos de 1-2 л de diámetro. 
Cocos de 1,2-1,5 ит de diámetro 
Espirilos grandes con flagelo polar 
Espirilos pequeños 
Contienen vesículas de gas 
Cocos irregulares, ovales, inmóviles. 


Cocos irregulares en paquetes de 4-16 células 
Bacilos 


Cocos, ovales con flagelos polares. 
Bacilos inmóviles formando una malla Irregular 
Cocos inmóviles formando capas planas o tétradas 


l 


| 


* Desde un punto de vista logenétco, odos ин ченеш de la да ama de Proteobaciecia (Figura 12.1). 


сото el hidrógeno Н. No obstante, es la gran capacidad 
de este grupo para practicar la fotoheterotrofía (donde la luz 
es la fuente de energía у un compuesto orgánico es la fuen- 
te de carbono, véase Figura 17.1), la le de su éxi- 
to en la naturaleza. Las bacterias rojas no del azufre son 
nutricionalmente muy diversas y pueden utilizar como 
fuente de carbono sustancias tales como cid grasos u or- 
gánicos así сото aminoácidos, azúcares, alcoholes, e in- 
cluso, compuestos aromáticos tales como el benzoato. La 
mayoría pueden crecer también fotoautotróficamente con 
(СО, + Hı) o (CO, + bajos niveles de Н.5). 

El enriquecimiento y aislamiento de las bacterias rojas 
no del azufre son fáciles, utilizando un medio de sales mi- 
nerales suplementado соп un ácido orgánico como fuente 
de carbono. Tales tipos de medios, inoculados con lodo, 
agua de un lago o de una alcantarilla, se íncuban anacró- 
bicamente con luz e invariablemente favorecen el creci- 
miento de bacterias rojas no del azufre. Los medios de 
enriquecimiento pueden hacerse aún más selectivos omi- 
tiendo fuentes de nitrógeno fijadas (por ejemplo, el NH," ) 
о fuentes de nitrógeno de tipo orgánico (como por ejemplo 
el extracto de levadura o la peptona) y proporcionando 
una superficie gaseosa de nitrógeno Ny; prácticamente to- 
das las bacterias rojas no del azufre pueden fijar №, (vénse 


Sección 17.28) y crecerán en estas condiciones más que 


otros posibles competidores. 
La diversidad тогі де las bacterias rojas no del 
azufre es típicamente la de las bacterias rojas del azufre (Тах 


bla 123 y Figura 12.6), siendo, por tanto, un grupo hetero- 
'géneo en este sentido. Todas las bacterias rojas no del azufre 
que se han aislado hasta la fecha son invariablemente Pro- 
teobacterias alfa o beta (Figura 12.1). 


Y 12.2 Revisión de conceptos 

Las bacterias rojas son fototrofos anoxigénicos que crecen foto- 
tróficamente obteniendo el carbono del CO, + H;S (las bacterias 
rojas del azufre) o de fuentes orgánicas (las bacterias rojas 


diversificadas fisiológicamente y, en conjunto, sus actividades 

fotoautotróficas pueden tener un gran significado desde el pun- 

to de vista ecológico. Las bacterias rojas se incluyen en las sub- 
divisiones alfa, beta y gamma de Proteobacterias. 

4 ¿Qué se entiende por el término anoxigénico? 

«4 Dé una razón importante de por qué la fotosíntesis de 
bacterias rojas no del azufre no tiene lugar en condici 
aeróbicas. 

+. ¿Pueden crecer las bacterias rojas en ausencia de luz? 
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| ғо Micrografias de campo claro de bacterias rojas del azufre (véase también la Tabla 12.2) (a) Chromatin oken; las cêlulas miden 
alrededor de 5 um de ancho. Nótense los glóbulos de azufre elemental dentro de las células. (b) Thiospirilum jenense, una bacteria espiral muy 
grande con flagelos polares; las cétulas miden unos 30 um de largo. Nótenso los glóbulos de azufre. (с) Thiocapsa; las células miden alrededor 
de2 ут де ancho. (d) Thiopecha rosea con diámetro de 1.5 рт. (e) Micrografia electrónica de barrido de un conjunto planar de 16 células de Thio- 
реда rosea mostrando los principales planos de división () Microgralía de contraste de fases de Ectothiorhodospira mobil, Diámetro celular de 
08 ym. Nótonse los glóbulos de azufre extracelular Compare la foto de Civomatium okønii con los dibujos de las bacterias rojas del azufre rea- 
leads por ө! gran microbiólogo ruso Sergei Winogradsky, hace unos 115 años (véanse Sección 1.6 y Figura 1.15). Aunque Winogradeky nunca 
Obtuvo culivos axénicos (puros) de estos organismos, estudi su histona natural y la transformación de los compuestos de azufre. 


е 


ИЕР сле on гаан raras de васала ros de ana (9 Торала GETS en un manantial алдо en Mad 
Wisconsin. Las bacterias crecen cerca del fondo del manantia y fotan hacia la superficie (debido las vesiculas de gas) cuando se remue- 
үн agua. El olor verde as debido al alga eucariótica Spirogyra. (o) Muestra de agua de 7 m en el iago Mahoney, Columbia Británica. El organismo 
úpihcipal es Amosbobacter purpureus. (c) Micrograña de contraste de tases de bacterias rojas de un pequeño lago estratificado en Michigan, Bac- 
ferias rojas del azufre tales como especies de Chromatium (actos largos) y Thiocystis (cocos pequeños) 
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TABLA 12.3 


Espirilos, flagelos polares. 


1 ла 
1 Aifa 

Bacilos, flagelos polares; se dividen por gemación 15 Alfa 
2 Alfa 

2 Alfa 

Bacilos; se dividen por división binaria з Alfa 
Ovoides о cocobacilos 4 ла 
1 Alfa 

1 Ама 

Cocos grandes у acidófilos (pH 5 óptimo) Khel 1 Ala 
¡Cocos pequeños y alcalófilos (pH 9 óptimo) са 1 Ala 
En forma de anillo o espirlados Ки 3 Beta 
Киргиз 1 Beta 

Bacilos incur Rhodoferas 2 Beta 


Representantes de diversos géneros de bacterias rojas no del azulre (véase también la Tabla 12.3). (a) Phaseospirlum fulvum; 
ın 3 um de largo. (b) Rhodopseudomonas acidophila; las células miden 4 pm de largo. (c) Rhodobacter sphaeroides: la anchura 
celular es de 1,5 рт, (d) Rhodopila globiformis; el diámetro de la célula es de 1,6 pm. (e) Ahodocyolus purpureus; el diámetro es де 0,7 pmi 
(9 Rhodomicrobium vancvel el diámetro de la célula es de 1,2 ym. Todas las bacterias rojas no del azufre son capaces de crecer tanto aeróbi- 
camente en la oscuridad como fototróficamente (condiciones anóxicas y luz), pero algunas especies como Р. Fuwm, solo pueden respirar en ten- 
siones reducidas de oxigeno (es decir, en condiciones de microaerofiía, véase sección 6.13). 


las células 


Oxidan amonio: 


[ЕЕ tectoria nitriticantes 


Géneros clave 


Nitrosomonas 
Nitrobacter 


Enel Capítulo 17 se discutirán las bases conceptuales de la 
'quimiolitotrofia. Las bacterias quimiolitotróficas constitu- 
una unidad fisiológica basada en su capacidad de uti- 
г donadores de electrones inorgánicos como fuentes de 
energía, La mayoría de los quimiolitotrofos son capaces de 
llevar a cabo un crecimiento autotrófico y, en ese sentido, 
Comparten una importante característica fisiológica con las 
Bacterias fototróficas y con las cianobacterias. Los quimio- 
litotrofos mejor estudiados son aquellos capaces de oxidar 
"compuestos reducidos de azufre о de nitrógeno y las bac- 
епз que oxidan hidrógeno. En este apartado y en las dos 
secciones siguientes nos centraremos en su estudio. 


КЕ Э 


Gram negativas, bacilos cortos o largos, móviles. Nitrosomonas Без 4552 Suelos, aguas 
Por flagelos polares o inmóviles y sistema residuales, agua 
membranoso periférico dulce 

Cocos grandes móviles con membranas periféricas o vesiculares Nitrosecuccus Gamma 4950 Aguadulce y de mar 

Espirales móviles (flagelos peritricos) Митра Beta. я Suelo 
sin membranas aparentes 

Pleomórficas, lobuladas, células Nitresolobus Beta ЕА Suelo 
'compartimentalizadas, móviles por flagelos peritricos 

Bacilos incurvados Nitrosovibrio — s Suelo 

Oxidan nitrito: 

Bacilos cortos se dividen por gemación Nitrobacter Alfa 5962 Suelo, agua dulce 
ocasionalmente móviles (un flagelo y de mar 
subterminal) y un sistema de membranas en un extremo. 

Bacilos largos inmóviles y sistema de membrana no aparente Nitrospuna Delta 58 Agua de mar 

Cocos grandes (uno o dos flagelos subterminales) con Nitrococcus Gamma е Agua de mar 
membranas tubulares dispuestas aleatoriamente. 

Células helicoidales o vibriodes; inmóviles у sin Nitrspira Grupo 50 Agua de mar y suelo 
membranas internas. Nitrospira 


*logentticamento todas las ntrubacteras examinadas hasta la techs son Proteobacteria excepto Милера, que constituye su propio linaje оңой) (Figura 121), 


Nitrosificantes y nitrificantes 

Las bacterias capaces de crecer quimiolitotróficamente a ex- 
pensas de compuestos inorgánicos reducidos del nitrógeno 
se denominan bacterias nitrificantes. Se reconocen diver- 
sos géneros en función de su morfología y los pasos par- 
ticulares en la secuencia de oxidación de los sustratos (Tabla 
124). Aunque son morfológicamente heterogéneas, consti- 
tuyen un grupo bastante coherente filogenéticamente a ex- 
cepción del género Nitrospira que constituye su propio 
phylum Bacteria (véanse Figura 12.1 y Sección 12.38). 

No se conoce ningún quimiolitotrofo que lleve a cabo 
la oxidación completa desde amonio hasta nitrato; por ello, 
la nitrificación en la naturaleza resulta de la acción se- 
cuencial de dos grupos separados de organismos, las bac- 
terias oxidantes de amoníaco o nitrosificantes (Figura 12.7) 
y las bacterias oxidantes de nitritos, las verdaderas bacte- 
rias nitrificantes (productoras de nitrato) (Figura 12.8). Las 
bacterias nitrosificantes, productoras de nitroso, tienen gé- 
neros con el prefijo «Nitroso», mientras que las nitrifican- 


Micrografía de contaste de fases (2querda) y elec" 
"iónica (derecha) de la bacteria nitrifıcante Mirosococcus oceani. Dit- 
Metro celular de 2 um. 


IE vosatas е солтана ds tases (aqua y вс 
опе (derecha) de la bacteria fica lrobactor winogredsiyi. 
Diámetro cellar de 0.7 ут. 
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tes van precedidas, por lo general, del prefijo «Nitro»; Ni- 
trosomonas y Nitrobacter son los. principales (Tabla 
12.4). Históricamente las bacterias nitrificantes fueron los 
primeros organismos en los que se demostró la quimiolito- 
trofia; Winogradsky demostró que eran capaces de producir 
materia orgánica y masa celular cuando se les suplemeta- 
ba con СО; como única fuente de carbono (véase el cuadro: 
Legado de Winogradsky, Capítulo 17). 

Muchas especies de bacterias nitrificantes poseen un 
sistema membranoso interno verdaderamente sofisticado 
y complejo, y muy semejante al que se encuentra en sus 
parientes filogenéticos, las bacterias rojas fototróficas (véa- 
se Sección 122) y las bacterias oxidantes de metano (me- 
tanotróficas) (véase Sección 12.6). En las membranas se 
ubica la enzima clave de la oxidación del amoníaco, amo- 
пй miwostgenes, Че oxida el NHI hasta hidroxilamina; 
este último es oxidado a nitrito МО; por las bacterias ni- 
trosificantes (Figura 12.9) y explicamos la bioquímica de 
este proceso de manera más detallada en la Sección 17.24. 
ELNO; generado en esta reacción es oxidado hasta nitra- 
lo NO, por las bacterias nitrificantes (Tabla 12.4 y Figura 
129). 


Ecología, aislamiento y cultivo 

Las bacterias nitrificantes están ampliamente distribuidas 
en el suelo y en el agua, Están presentes en grandes canti- 
dades en hábitat donde existe una cantidad de amoníaco 
considerable, tales сото los lugares en los que se produce 
una descomposición proteica (amonificación) elevada y en 
lugares donde se lleva a cabo el tratamiento de aguas resi- 
duales. Las bacterias nitrificantes se desarrollan particu- 
larmente bien en lagos y cauces fluviales que reciben aporte 
de aguas residuales normalmente ricas en amoníaco. 

Los cultivos de enriquecimiento de las bacterias nitrifi- 
cantes se realiza utilizando medios con sales minerales que 
contienen ion amonio o nitrito como donadores de electro- 
nes y bicarbonato (HCO, ) como única fuente de carbono. 
Debido al ineficiente crecimiento de este tipo de organismos 
(vénse Sección 17.12), el desarrollo de turbidez no es visible 
incluso después de que se haya producido un proceso pro- 
Jongado de nitrificación, y, por ello, una forma fácil de mo- 
nitorizar el crecimiento es determinar la producción de 
nitrito (con amoníaco como donador de electrones) o la de- 
saparición de nitrito o producción de nitrato (con nitrito 


лай 
1-NH + O, 42074 2н" NHOH НО 
2.NH¿OH + HO + } O, => NO, 12H04 H" 
Sum: NH, + 1} 0; > МО; + H4O 
56? = -275 kioacción 


амел» бин 
NOg +} O, NO, 
AGO = -74,1 kJireacción 
ИПТТТҮРГ Reacciones que intervienen en la oxidación de com- 


puestos de nitrógeno inorgánico por bacterias nitrificantes quimioito- 
trotas, (véanse también Figuras 17.32 y 17:33), 


сото donador de electrones). La mayoría de las bacterias 
nitrificantes son quimiolitotrofas estrictas. Las especies de 
Nitrobacter son una excepción, ya que pueden crecer qui- 

i ite utilizando acetato o piruvato como 
única fuente de carbono y energí 


Bacteria oxidantes del azufre 
del hierro 


Géneros clave 


Thiobacillus 
Achromatium 


Beggiatoa 


La capacidad de crecer quimiolitotróficamente sobre com- 
puestos reducidos de azufre es una propiedad interesante 
de un grupo diverso de Proteobacterias (Tabla 12,5), Se 
pueden discernir dos clases ecológicamente amplias de 

acterias que oxidan el azufre, aquellas que viven a pH 
neutro y las que lo hacen a pH ácidos. Algunos de los aci- 
dófilos tienen también la capacidad de crecer quimiolito- 
tróficamente utilizando el ion ferroso (Fe**) como donador 
de electrones. Hablaremos de la biogeoquímica de las bac- 
terias acidófilas que oxidan azufre o hierro en las Secciones 
19.13-19.16 y la bioquímica de estos procesos en las Sec- 
ciones 17.10 y 17.11. 


Thiobacillus y Achromatium 
El género Thiobacillus contiene diversas especies de bace: 
rias Gram negativas en forma de bacilo, morfológicamen- 
te indistinguibles de la mayoría de los bacilos Gram. 
negativos típicos (Figura 12.104) y son los mejor estudia- 
dos de los quimiolitotrofos del azufre. Filogenéticamente, 
las especies de Thiobacillus se dispersan entre Proteobacte- 
rias y las especies se incluyen tanto en las subdivisiones 
alfa, beta y gamma. Los compuestos del azufre usados co- 
múnmente como donadores de electrones en el metabolis- 
mo quimiolitotrófico son el H,S, S y 5,0, y las reacciones 
energéticas implicadas son las siguientes: 
HS + 20, SO +2H' 

AG" = —798k)/reacción 
S+ H:O + ЦО, SO + 2H" 

AG” = —587 k)/reacción 
SO?” + HO + 20;— 250, + 2H* 

AG” = —818 k)/reacción 

Es evidente que en estas reacciones se libera una gran 

cantidad de energía y como veremos en la Sección 17.10 
una parte de esta energía es atrapada como ATP a partir 
de reacciones Joras de electrones que condu- 
сеп a la producción de la fuerza motriz de protones. Ade- 
más, estas reacciones generan grandes cantidades de 
ácido sulfúrico, por lo que las especies de Thiobacillus son 
acidófilas, Una de las especies acidófilas, Т. ferrooxidans, 
también puede crecer quimiolitotróficamente por la oxi- 
dación de hierro ferroso siendo el principal agente bio- 
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TABLA 12.5 


Especies de Thiobacillus que crecen 
mal en medios orgánicos: 
T. thioparus 
FT denitrificans? 
T. neapolitanus 
Тош» 
Tfemoxidans 
Especies de Thiobacillus que crecen 
bien en medios orgánicos: 
noveles 
T intermedius 
Filamentosos azufrados y quimiolitotrofos: 
Begginton 
Тт 


Tiiomicropuré 
Thipher 
Thermo 
Thiooulum 


* Una de sus especies es capaz de utilizar МОУ en anaerobiosis 


Мое dispone todavia de cultivos axénicos 


responsable de la oxidación de este metal (véase 

ón 19.14). La pirita de hierro (FeS,) es la principal 

de Fe?” (como también lo es de sulfuro) y la oxida- 

de la pirita por este mecanismo puede ser benefi- 

para recuperar el hierro capturado en los sulfuros, 

la vez qı озо desde el punto de vista ecológi- 

por la acidificación concomitante y la liberación de 

iles pesados asociados а la pirita (véanse Secciones 
1914 y 19.16). 

Achromatium es un quimiolitotrofo oxidante de azufre 

que se aísla normalmente en agua dulce con 

lantes sedimentos ricos en sulfuros. Las células de 

йит son cocos muy grandes con diámetros entre 

Л00 um (Figura 12.10b). El análisis filogenético de las 

laciones naturales de Achromatium (véanse Secciones 


б y 18.5) han demostrado que quizá existan especies 
tes del género (probablemente cada una con dis- 
tamaño), aunque aún no se ha conseguido su aisla- 
Чо en cultivo axénico о puro. Filogenéticamente 


jas rojas fototróficas, tales como la bacteria fototró- 
Chromatium (véase Sección 12.2). Como Chromatium, 
¡células de Achromatium acumulan internamente azu- 
'elemental (Figura 12.10b); más tarde, estos granos des- 
a medida que se van oxidando a sulfato. Las 

de Achromatium también pueden almacenar gran- 
gránulos de calcita (СаСО,) intracelularmente (Figu- 


6166 
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24 sis 
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С Beta вв 
37 e 
6s Gamma vs 
єз Gamma s 
E Gamma = 
= Gamma 
6s Gamma ъи 
єз Alle % 
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6s Г = 


Y Апата facultativos, utlizan NO, como acepto de electrones ansertbc amene 


Tila ришип уйи tiene la secuencia de 14S RNA exactamente igual a Релакс denia 


ra 12.100), posiblemente como fuente de carbono para el 
crecimiento. 


Cultivo 
Algunos quimiolitotrofos del azufre son quimiolitotrofos 
estrictos, encerrados en su propia forma de vida metabóli- 
са y estrictos a usar compuestos inorgánicos en lugar de 
los orgánicos como donadores de electrones. Cuando cre- 
сеп así son también autótrofos, convirtiendo el СО,еп ma- 
terial celular utilizando el ciclo de Calvin (véase Sección 
17.6). Otros quimiolitotrofos del azufre son quimiolitotrofos 
facultativos; facultativos en el sentido de que pueden crecer 
quimiolitotróficamente (y, por tanto, también сото autó- 
чо) о quimioorganotróficamente (Tabla 125). Además 
оз, como es el caso de Beggíaton, que pue- 
en oe E de lorena ро арт 
pero que carecen de las enzimas del ciclo de Calvin y re- 
quieren fuentes de carbono orgánico, Este estilo metabo- 
lismo se denomina mixotrofía. 


Beggiatoa 

Los organismos de este género son filamentosos, desli- 
zantes y oxidan azufre, normalmente de un diámetro 
grande y formando largas cadenas de células bacilares 
unidas extremo con extremo (Figura 12.11); los filamen- 
tos se retuercen sobre sí mismos y con otros dando lugar 
finalmente a una especie de ovillo. Beggiatoa se encuentra 
en la naturaleza principalmente en hábitat ricos en HS, 
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fino del oxidante de azutre Thiobacillus neapolitanus. Diámetro celular 
де 0,5 um. Nótense los cuerpos polládricos (carboxisomas) distribui- 
дов por toda la célula (lechas). (0) Achromatlum. Aislado de un pe- 
queño lago en Alemania y fotografiado con microscopio óptico de 
Nomarski. Las pequeñas estructuras globulares cerca de la pertería 
celular (fecha) son depósitos de azufre elemental, mientras que los. 
¡gránulos grandes son de carbonato cálcico. Diámetro де una célula de 
Achromatium de 25 um. 


tales como manantiales sulfurosos (Figura 12.110), depó- 
sitos de algas en descomposición, capas de lodos y aguas 
contaminadas con aguas residuales. En estos hábitat Beg- 
giatoa está Пепа de gránulos de azufre (Figura 12.114). 
Beggiatoa también se encuentra en fuentes hidrotermales 
submarinas (véase Sección 19.8). Beggiatoa fue el microorga- 
nismo con el que Winogradsky demostró por vez primera 
que un ser vivo podía oxidar HS hasta 5? y después has- 
ta SO, lo que le llevó al concepto de quimiolitotrofia 
(véase el cuadro: «La herencia de Winogradsky» Capítulo 
17). Aunque algunas cepas de Beggíatoa son verdaderas 
autótrofas quimiolitotróficas, la mayoría crecen mejor en 
mixotrofia utilizando azufre reducido como donador de 
electrones y compuestos orgánicos como fuentes de car- 
bono, 


СИХ ва oxidantes de azure y flamentosas. (a) М. 
crografa de contraste de tases de una espacio de Boggiatoa aislada de 
una planta de tratamiento de aguas residuales. Nótese la abundancia 
de gránulos de azufre elomental en algunas de las cólulas. (b) Bacte- 
аз oxidantes de azufre en un pequeño arroyo. Las células famento- 
sas se rotuercen hasta formar grandes estructuras; el color blanco es 
debido al abundante azufre elemental 


Un hábitat interesante de Beggíatoa lo constituye la ri- 
zosfera de las plantas (arroz, aneas (N, de la R.: planta de 
la familia de las tifáceas, espadaña, caña) y otras plantas 
de pantanos y ciénagas] que viven en suelos encharca 
dos y, por tanto, anóxicos. Tales plantas bombean oxíge- 
no a sus raíces, de tal manera que existe una interfase 
óxica/anóxica muy bien definida entre la raíz y el suelo, 
Beggiatoa (y probablemente, otras bacterias del azufre) se 
desarrollan en esta interfase y desempeñan una función 
muy beneficiosa para las plantas al oxidar el HS (y así 
destoxifican el suelo). 

Beggíatoa y otras bacterias filamentosas como es el caso 
de Sphaerotilus (véase Sección 12.15) pueden causar serios 
problemas en las instalaciones de alcantarillado así como. 
en las lagunas industriales de aguas de desecho tales 
сото fábricas de pasta de papel, de envasado, сегуесе- 
ras y de molienda de grano. Estos problemas, general- 
mente conocidos como engrosamiento, ocurren cuando las 
bacterias filamentosas crecen en un porcentaje mayor que 
la biota normal del sistema de desecho, dando lugar a de- 
tritus floculares poco consistentes en vez de los fóculos. 
normales de mayor consistencia y más manejables com- 
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“Células de una gran Thioploca marina. Las células 


puestos de organismos como las Zoogleas (véase S 

282), Este fenómeno conocido como «barros engrosados: 
impide que el procesamiento de las aguas residuales se 
desarrolle apropiadamente, ya que las aguas que se vier- 
en son todavía muy ricas en materia orgánica; por ejem- 
plo, en el tratamiento de las aguas residuales, la form: 

е sbarros engrosados» se produce 

lras bacterias filamentosas llega a remplazar por com- 
Pleto a Zooglea en el proceso de activación de los fangos 
(ое Sección 28.2). 


Thioploca y Thiothrix 


Otras bacterias filamentosas que oxidan azufre incluyen 
especies de los géneros Thíoploca y Thiothrix. Thioploca 
¡constituye un filamento muy largo, quimiolitotrofo y oxi 
dante del azufre que da lugar a agrupaciones rodeadas 


ша única vaina (Figura 12.12). En el suelo oceánico 
las costas de Chile y Perú, se han encontrado tapetes 
jsos de especies marinas de Thioploca. Estudios sobre 
¡ecología de estos organismos han demostrado que Пе 
Van a cabo la oxidación anóxica del Н,5 acoplada a la re 
ducción de nitrato (NO, `), presumiblemente hasta N, 
IVesnitrificación) (véanse Secciones 17.14 y 19.12).No deja 
Ê interesante que las células de Thioploca pueden acu- 
ular cantidades ingentes de nitrato intracelularmente 
[ = ттн puede mantenerlas vivas durante ре 
los muy largos de tiempo, respirándolo anaeróbica- 
mente utilizando HS como donador de electrones. S 
la que estas formas marinas de Thioploca fijan can- 
les sustanciales de CO, y que también tienen una 
unción muy importante en los ciclos del azufre y del ni- 
no. Tapetes similares constituidos principalmente 
giatoa se encuentran cerca de las fuentes hidroter- 
¡submarinas (véase Sección 19.8), pero en estos casos 
¡conexión con la respiración del nitrato no está tan bien 
lecida. 
Thiothrix es un organismo filamentoso que oxida azu- 
ел el que se agrupan varios filamentos por un extremo 
lo rosetas (Figura 12.13). Fisiológicamente Thiothirx 
jün mixotrofo aerobio estricto y, en este sentido, así como 
tros aspectos, se asemeja a Beggiatoa. 


® 


ABE тооч» н) Un pozo añesiano алкай en A 

da (USA) La parte externa dei manantial estê cubierta por un tapa- 
ta now. o Micrografia de contraste de asos de una roseta de 
Тоу creciendo en cultivo axénico. Мегге los glóbulos Internos 
de azure producidos por la oxidación del suturo. 


| 12.5 | Bacteria oxidantes del hidrógeno 


Géneros clave 


Ralstonia 
Alcaligenes 


Existe una gran variedad de bacterias capaces de crecer con 
Н, como único donador de electrones y de О; como acep- 
tor de electrones según la reacción siguiente: 


H,+10,>H30 AG” = -237 kj 
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Містодгайа electrónica de transmisión de una іт. 
ción negativa del quimioltotroto oxidante de hidrógeno Ralstonia eu- 
trophus, Diámetro celular de 0,6 рт con varios flagelos. 


Sin embargo, no todas ellas pueden crecer autotróficamen- 
te (utilizando las reacciones del ciclo de Calvin para incor- 
porar el CO) y se las agrupa en esta obra como bacterias 
quimiolitotrofas oxidantes de hidrógeno, Se conocen bacterias 
oxidantes de hidrógeno tanto Gram positivas como Gram 
negativas, siendo las mejor estudiadas las incluidas en los 
géneros Ralstonia (Figura 12.14), Pseudomonas, Paracoccus y 
Alcaligenes (Tabla 12.6). Todas las bacterias oxidantes de hi- 
drógeno contienen una o más hidrogenasas que funcionan 
uniendo Н; y lo usan para producir ATP о рага producir 
poder reductor para el crecimiento autotrófico. 

Casi todas las bacterias de este grupo son quimiolito- 
trofos facultativos, lo que quiere decir que también pueden 
crecer quimioorganotróficamente utilizando compuestos 
orgánicos como fuente de energía. Ésta es una distinción 
importante entre los quimiolitotrofos del ymu- 
chos de los quimiolitotrofos del azufre o nitrificantes; la 
mayoría de los representantes de los dos últimos grupos 
son quimiolitotrofos estrictos, en los que el crecimiento no 
tiene lugar en ausencia de fuente de energía inorgánica, 
Por el contrario, los quimiolitotrofos del hidrógeno pue- 
den cambiar alternativamente de un metabolismo qui- 
míolitotrófico a un metabolismo quimicorganotrófico y 
viceversa, según las condiciones nutricionales del am- 
biente en la naturaleza. 


Fisiología y ecología de Bacteria del hidrógeno 
La mayoría de las bacterias del hidrógeno crecen mejor en 
condiciones de microaerofilia cuando lo hacen quimioli- 
totróficamente sobre el H, ya que las hidrogenasas son 
enzimas sensibles al oxígeno. Típicamente, los niveles de 
oxigeno que mejor soportan el crecimiento están entre 
5-10%. El níquel también debe estar presente ya que, vir- 
tualmente, todas las hidrogenasas lo contienen como co- 


factor. Algunas bacterias del hidrógeno también pueden fi- 
jar N,, y cuando lo hacen son muy sensibles al oxígeno ya 
que la пі necesaria para la reducción del nitró- 
geno molecular (Sección 17.28) es una enzima muy sensi- 
ble al oxígeno. 

Las bacterias que oxidan hidrógeno son enriquecibles 
si se inoculan medios minerales que contengan trazas de 
М” y de Ре?” con suelo o agua y se incuban en un matraz 
grande sellado que contenga como gas de cabeza un 5% de 
О», 10% de СО, y un 85% de Н. Cuando el líquido se vuel- 
ve turbio, se deben sembrar varias placas con el mismo me- 
dio y la misma mezcla de gases (la manipulación de estos 
gases debe realizarse con cuidado ya que la mezcla de Н; 
y de О; es potencialmente explosiva) 


La oxidación de CO 
Algunas Bacteria del hidrógeno pueden crecer sobre mo- 
nóxido de carbono, CO, como fuente de energía entrando. 
los electrones resultantes de la oxidación de CO hasta CO, 
en la cadena de trasporte de electrones empleada en la gé 
nesis de ATP. Las bacterias que oxidan СО y que se deno- 
minan carboxidotróficas crecen autotróficamente utilizando 
las reacciones del ciclo de Calvin para fijar el CO, genera- 
Чо por la oxidación del CO. La enzima implicada en esta re 
acción es la deshidrogenasa de monóxido de carbono, que es una 
proteína que contiene molibdeno. El molibdeno en la enzi- 
ma está enlazado а un cofactor con varios anillos о plerína, 
de una manera similar а como lo hace la nitrato reductasa 
(véase Sección 17.14). 

El consumo de CO por bacterias carboxidotróficas es 
ecológicamente importante. Aunque genera mucho CO 
por actividades humanas y otras fuentes, su cantidad еъ 
la atmósfera no ha aumentado significativamente en mu- 
chos años y, probablemente se deba a la proliferación de 
este grupo de bacterias. La liberación más significativa dê 
CO al ambiente (escapes de motores de combustión, com- 
bustión incompleta de derivados del petróleo y de la lig- 
nina) ocurre en regiones ricas en oxígeno y es ай! (сај 
superficiales del suelo) donde prosperan estas bacterias; 
por ello, seguramente las bacterias carboxidotróficas n= 
presentan el principal sumidero de CO en la naturaleza. 
Algunas de las bacterias carboxidotróficas mejor estudia- 
das incluyen Pseudomonas carboxidovorans, Bacillus schle- 
geli y Alcaligenes carboxydus (Tabla 12.6). Al menos una 
bacteria carboxidotrófica puede crecer en CO y апае 
camente utilizando el nitrato como aceptor de electro 
pero no se trata de una propiedad muy típica dentro 
este grupo. Como las bacterias del hidrógeno, virtual 
mente todos los aislados de las carboxidotróficas рш 
crecer quimioorganotróficamente sobre sustratos or 
соз así como sobre CO. 


/ 123-125 Revisión de conceptos 


Los quimiolitotrofos son procariotas que pueden oxidar 
dores de electrones inorgánicos y en muchos casos utilizar 
сото única fuente de carbono. 


+ Comparar y contrastar las bacterias nitrificantes соп las 
terias del azufre, del hierro y del hidrógeno, en términos 
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TABLA 12.6 


Gram negativas. 
Acidovorax facilus 
Ralstonia cutre 


Alcaligenes xylosoxidans 


Paracoccus denitrfioms + + 2 


Aquifex pyrophilus + + 


sheet - + 


jum gordonae = ? 


llos donadores de electrones inorgánicos utilizados, la E,’ de 
los donadores de electrones (vénse Capítulo 17) y de sus há- 
1 

Ооё ruta está presente para la asimilación de CO, en la ma- 
yoria de los quimiolitotrofos? 


„ CH, es muy abundante en la naturaleza. Se pro- 
en ambientes anóxicos por acción metabólica de las 
metanobacterias (véanse Secciones 13.4 y 17.17) sien- 


Hidrogenasa unida a membrana. 
Hidrogenasas unidas a 
membrana y citoplasmática 

- Hidrogenasas unidas a 

membrana y citoplasmática 
“ Hidrogenasa unida 

a membrana 
so Hidrogenasa unida 

a membrana 

también oxida CO 
А Colonias amarillo brillante 
s También oxida CO 


sz 


Ef РЕН 
i 


[1 Hidrogenasa unida 
а membrana; poderoso 
desnitrificador 

Grupo Aquifex? 5 Hipertermófilo. Crece en 
microserofilin o 
anaeróbicamente con NOY), 
quimiolitotroto estricto; 
también utiliza $® 05:0, 
сото donador de electrones 

Grupo Aquife 3746 Como Aquifex pero aerobio 
estricto 


Bajo GC 6 Forma endosporas; termófilo; 
Gram posta” también иша CO 05,0%- 
commo donador de electrones 
Alle GC т Hidrogenasa unida 
Gram positiva ıa membrana 
Alto GC - Acido alcohol resistente. 
Стат positiva” Colonias rojas o amarillas. 


La mayoría de las bacteriassebicas del hidrogeno son Protecbacteria, excepto las indicadas 


do el gas más importante de los lodos anóxicos, rumen e 
intestino de los mamiferos. También, el metano es el prin- 
cipal componente del gas natural asî como en muchas for- 
'maciones de carbón. Es una molécula relativamente estable, 
un grupo de bacterias, las metanotrofas, lo oxidan uti- 
izando el metano y algunos compuestos monocarbonados 
сото donadores de electrones para la generación de ener- 
gía y como únicas fuentes de carbono. Estas bacterias, al 
contrario que las metanogénicas, son aerobias y están muy 
distribuidas en la naturaleza, en el suelo y en el agua. Pre- 
sentan morfologías diversas y están todas ellas relacionadas 
filogenéticamente. 
El metabolismo С, 
Además del metano existen otros compuestos monocar- 
bonados utilizables por estos microorganismos. Una lista 
de los más importantes se recoge en la Tabla 127, Desde el 
punto de vista bioquímico, estos compuestos comparten 
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TABLA 12.7 


Metano, CHA 

Metanol, CHOH 
Metilamina, CHNHs 
Dimetilamina, (CH, NH 
Trimetilamina, (СН) У. 


(сого, propano) 
Totrametilamonio, (CH),N" 
Trimetilóxido de nitrógeno, (CH, JNO 
*Trimetilsulfonio, (CH, JAS" 

Formato, HCOO 

Formamida, HCONH 

Monóxido de carbono, СО 

Dimetil éter, (СНО 

Dimetil carbonato, CH,OCOOCH; 
Dimetilulfóxido, (CH;);50 

Sulfuro de dimetilo, (CH, JS 


“Un único aislado n utiliza todos los! listados, pero almenos 


e ha descrito una bacteria metilotróica que onida сайа uno de ме сот 
[ч que we типш 
Lerner que on capaces де dal metano denia mo 


una característica clave: no contienen enlaces carbono-carbo- 
по, Por esta razón todos los enlaces celulares de este tipo 
deben sintetizarse de novo. Estos organismos que utilizan 
compuestos de un átomo de carbono se denominan meti- 

lotrofos. Muchos, pero no todos, son también metanotro- 
fos. Así pues, los metanotrofos son organismos únicos, en 
el sentido de que pueden crecer sobre compuestos mono- 
carbonados muy oxidados y también sobre metano, que es 


TABLA 12.8 


Methylomenas Bacilo 
Methylomuerobtum Bacilo 

Meliyiolucter —— Decocon 

cocobacilo 

Methplcuceus Coco 

Майот  Baciloovibriode Alfa 
Methylocystis  Bacilo 

матдә Bacilo 


Todas son Proteobucteras 
‘Membranas memas Npe L en 
de la periferia de la colla. Ийне Figura 1215 


* Los organismos con el ciclo del ácido citrico incompleto carecen de la enzima ercetoglutaato deshidrogenasa y, por tanto, no pueden oxidar el acetato hasta СО). 
“ Véase Figuras 17.59 y 17.60. A diferencia de otros metilotrolos, las especies de Malas contienen las enzimas del ciclo de Calvin. 


* Acidóñilos, pH óptimo de crecimiento 5. 


de membranas en forma de disco, vesieulans y distribuidas por todo el organismo; Tipo Ш, pares de membranas а lo largo 


la forma más reducida del carbono. Los metanotrofos po- 
seen una enzima específica, la monooxigenasa de metano, 
para introducir un átomo de oxígeno en la molécula de 
metano, lo que conduce а la formación de metanol (vénse 
Sección 17.24). El requerimiento de O, como reactante en 
la oxigenación inicial del metano explica, por tanto, el 
porqué los metanotrofos son aerobios estrictos, Todos los 
metanotrofos son también estrictos en la utilización de 
compuestos C; no pudiendo utilizar compuestos carbo- 
nados en los que existan enlaces carbono-carbono, Por el 
contrario, muchos metilotrofos по metanotrofos pueden 
utilizar ácidos orgánicos, etanol y azúcares. 

Las bacterias oxidantes de metano son únicas entre los 
procariotas en el sentido de que poseen relativamente ele- 
vadas concentraciones de esteroles, Como se indicó en la 
Sección 4.5, los esteroles se encuentran en los eucariotas 
formando parte de los sistemas membranosos, pero están 
ausentes en la mayoría de los procariotas. En los metano- 
trofos, los esteroles pueden ser una parte importante del 
sistema membranoso interno (pdas más tarde), implicado 
еп la oxidación del metano. 


Clasificación de los metanotrofos 

La Tabla 12.8 recoge la clasificación de los metanotrofos, 
Inicialmente estas bacterias fueron identificadas sobre la 
base de su morfología y de sus formas de resistencia, pero 
pronto se vio que podían dividirse en dos grupos más am- 
plios por el tipo de formaciones membranosas que poseían 
y la forma de asimilar el carbón. El Tipo I asimila los com- 
puestos de un carbono por la ruta de la ribulosa monofos- 
fato, mientras que el tipo П lo hace por la ruta de la serina, 
En la Sección 17.24, se discuten los detalles bioquímicos de 
estas rutas. Ambos grupos de metanotrofos contienen sis- 
temas membranosos muy desarrollados que están 
relacionadas con la capacidad de oxidar el metano, Los me- 


з 
6 
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tanotrofos Tipo I se caracterizan por poseer estas membra- 
nas de tipo disco distribuidas por toda la célula (Figura 
12.150), mientras que las de Tipo Il las poseen alrededor de 
la periferia de la célula (Figura 12.152). Los metanotrofos 
de Tipo I también se caracterizan por carecer de un ciclo 
completo de ácido cítrico (no poseen el enzima a-cetogluta: 
futo deshidrogenasa), mientras que las de Tipo П lo poseen 
completo, La ausencia de este ciclo funcional (véase Figura 
522) disminuye notablemente la capacidad de estos orga- 
nismos para crecer quimioorganotróficamente. Si estas re- 
acciones cíclicas no tienen lugar, entonces no se puede 
generar NADH, lo que en suma previene el crecimiento а 
expensas de compuestos orgánicos metabolizados, por lo 
general, a través del ciclo del ácido cítrico. 


Ecología y aislamiento 
Los metanotrofos están ampliamente distribuidos en me- 
dios acuáticos y terrestres, detectándose siempre que exis- 
la una fuente estable de metano. El metano formado en 
zonas anóxicas de los lagos sube con la columna de agua 
y muchas veces los metanotrofos se concentran en la es- 
Arecha franja que representa la termoclina en la que el me- 
fano de las zonas anóxicas se encuentra con el oxígeno de 
Ia zona oxigenada. Por este motivo las bacterias que oxidan 
Metano juegan un papel importante en el ciclo del carbo- 
лю, convirtiendo el metano, que se deriva de la descompo 
sición de materia orgánica en zonas anaerobias, en nuevo 
material celular (y CO). 
Para el enriquecimiento de las bacterias metanotróficas 
одо lo que se necesita es un medio de sales minerales y 
ла atmósfera de metano al 80% y al 20% de aire. Una vez 
que se consigue buen crecimiento, el aislamiento en culti- 
o puro se obtiene estriando repetidas veces en placas con 
Medio con sales minerales, que se incuban en atmósfera 
tonla atmósfera antes mencionada. Las colonias que apa- 
кеп en la superficie del agar son de dos tipos: organotro- 
fos comunes, que crecen a expensas de trazas de material 
Ongánico y que aparecen alrededor de 1-2 días, y en segun- 


w 


Micrografas electrónicas de metanotrofos. a) Una 
тиресе де Mathylosinus ilustrando el sistema membranoso tipo li. Diâ- 
nato celular de 0,6 um. (b) Methylococcus capsulatus ilustrando el 
lema membranoso tipo |. Diámetro celular de 1 pm. 


do lugar los metanotrofos, que aparecen después de una 
semana. Las colonias de los metanotrofos son rosas debido 
a la producción de varios pigmentos carotenoídicos y este 
carácter puede ayudar a su aislamiento. 


Los metanotrofos y las Bacteria formadoras 

de nitroso 

Las bacterias metanotróficas son capaces de oxidar amo- 
níaco, aunque no pueden crecer quimiolitotróficamente 
utilizando el amonio como donador exclusivo de electro- 
nes. Además de la oxidación de metano, la monooxigena- 
sa de metano también funciona para oxidar amonio y de 
hecho existe una relación competitiva entre ambos sustra- 
tos, Por esa razón, el amoníaco es tóxico para los metano- 
trofos, de tal manera que la fuente preferida de nitrógeno 
ез el nitrato, Se ha especulado con la posibilidad de que 
las bacterías metanotróficas hayan evolucionado a partir 
de bacterias quimiolitotrofas formadoras de nitroso a tra- 
vés de mutaciones que convirtieron a la monooxigenasa 
de amonio en monooxigenasa de metano. El hecho de que 
ambos grupos de bacterias hayan elaborado membranas 
internas (véase Sección 12.3) y de que estén filogenéti 
mente relacionadas apoyan esta teoría, Además, las bacte- 
rías metanotróficas contienen algunos genes que dirigen 
la síntesis de las mismas proteínas que en las bacterias 
metanogénicas, que filogenéticamente son Archaen (véase 
Sección 13.4). Veremos en las Secciones 17.17 y 17.24 el con- 
traste de los procesos metanogénicos y metanatróficos. 


Metanotrofos simbiontes de animales 

Existen asociaciones simbióticas descritas en la bibliografía 
entre las bacterias metanotróficas y mejillones marinos así 
como ciertos tipos de esponjas. Los mejillones suelen ví 
en la vecindad de aliviaderos de metano, que es liberado en 
cantidades apreciables. Tanto el animal entero como el teji- 
do del aparato respiratorio del animal consumen elevadas 
cantidades de metano en presencia de О, En el tejido de las 
branquias del mejillón se encuentran bacterias cocáceas en 
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'Simbiontes metanotrolos de mejillones marinos. (a) 
Corte fino de tjido respiratorio de un mejiión del бойо de Méjico. Nò- 
tense los metanotrofos simbiontes (fachas) өп el tejido. () Aumento de: 
la sección anterior mostrando los metanotrolos de tipo | Nótese los gru- 
ров de membranas (echas). Diámetro celular de 1 ym. 


gran número (Figura 12.164) que contienen paquetes de 
membranas intracitoplasmáticas (Figura 12.16b) del tipo 1, 
semejantes a las de las bacterias metanotróficas. Estas bac- 
terias se ubican en vacuolas intracelularmente y cerca de la 
superficie de las agallas para asegurar un buen intercambio 
de gases. Presumiblemente, el metano asimilado por los me- 
tanotrofos se distribuye en los animales por la excreción de 
moléculas carbonadas a cargo de las bacterias metanotro- 
fas. Este tipo de simbiosis metanotrófica es, por tanto, con- 
ceptualmente semejante a la simbiosis que se establece entre 
los quimiolitotrofos que oxidan sulfuro, los gusanos de tubo 
que se localizan en sulfataras submarinas y las almejas gi- 
gantes discutidas en la Sección 19.00. La simbiosis animal- 
bacteria, tal como la del mejillón metanotrófico /esponja y la 
de las sulfataras submarinas, muestran claramente que las 
células procarióticas pueden ocasionalmente constituir la 
base de una cadena alímenticia de un solo escalón. 


/__12.6 Revisión de conceptos 


Los metilotrofos son procariotas capaces de crecer sobre com- 
puestos carbonados que carecen de enlaces carbono-carbono, 
Algunos metilotrofos son también metanotrofos, capaces de cre- 


сет en CH, Se conocen dos clases de metanotrofos poseyendo. 
сайа uno sus peculiaridades bioquímicas y estructurales. Los 
metanotrofos se encuentran en el agua y suelo, y pueden ubi- 
carse también como simbiontes de moluscos. 


/ ¿Cuáles la diferencia entre un metanotrofo y un metilo- 
т? 

4 ¿Qué características diferencian al Tipo 1 del Tipo П en los 
metanotrofos? 

/ ¿Qué clase de animales tienen simbiontes metanotróficos 
y de dûnde viene el metano que necesitan los simbion- 
tes? 


Pseudomonas y grupo 
de las pseudomonas 


Géneros clave 


Pseudomonas 
Burkholderia 
Zymomonas 
Xanthomonas 


Todos los géneros de este grupo son bacilos rectos o lige 
ramente incurvados, Gram negativos, aerobios y qui- 
mioorganotrofos con flagelos polares (Figura 12170) Log 
géneros importantes son Pseudomonas, Commamonas, Rals- 
tonia y Burkholderia, que se describen con cierto detalle aquí. 
Otros géneros incluyen Xanthomonas, un patógeno primi 
rio de plantas causantes de un sinnúmero de lesiones пе- 
cróticas. Sus especies se caracterizan por poseer color 
amarillo; Zooglea caracterizado por la formación de entra- 
mados fibrilares extracelulares, lo que causa que las células 
se agreguen y floculen (este organismo es el componente 
principal de los fangos activados; Sección 282) y Glucono- 
hucter cuyas especies se caracterizan por llevar a cabo la oxi- 
dación incompleta de azúcares o alcoholes hasta ácidos, 
tales como la oxidación de glucosa hasta ácido glucónico o 
de etanol hasta ácido acético (este organismo ве discute bre 
vemente junto con otras bacterias del ácido acético en la 
Sección 128). Filogenéticamente, los géneros comprendi- 
dos en las pseudomonadales se distribuyen entre las Pro- 
teobacterias (véase Tabla 12.1). 


Características de las pseudomonas 

Las características distintivas de las pseudomonas se reco- 
gen en la Tabla 129. De igual manera, también se recogen 
las características mínimas requeridas para identificar un 
organismo como una pseudomona. Las características iden- 
tificativas clave incluyen ausencia de gas a partir de la glu- 
cosa y oxidasa positiva; características que son muy útiles 
рага diferenciarlas de las bacterias entéricas (véase Sección: 
1211). 

Las especies del género Pseudomonas se definen sobre la 
base de su filogenia y de varias características fisiológicas, 
сото se esquematiza en las Tablas 12.10 y 12.11. Las рзеш- 
domonas tienen requerimientos nutritivos muy simples y. 
crecen quimioorganotróficamente a pH neutro en un ran- 
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cepacia 


&osfoglucónico 


Acido 
2-ceto-3-desoxigiucónico 
6-tostato (КООР) 


адаг (b) Preparación al microscopio electrónico de transmisión con sombreado metálico de una especie de Pseudomo- 


Diámetro celular de 1 ym. (с) Ruta de Entner-Doudoraf, ruta principal de catabolismo de la glucosa en todas las pseudomonas. 


[go mesofíico de temperaturas. Una de las características 
más llaman la atención de las pseudomonas, es el am- 

plio abanico de compuestos que pueden utilizar como 
bono y energía. Algunas de las especies uti- 

más de 100 compuestos y solamente unas pocas es- 

ies utilizan menos de 20. Como ejemplo de esta gran 

versidad una simple cepa de Burkholderia cepacia, puede 

lizar diferentes azúcares, ácidos grasos, ácidos dicarbo- 

Micos y tricarboxílicos, alcoholes, polialcoholes, glicoles, 

¡puestos aromáticos, aminoácidos más una mezcla de 

estos orgánicos que no se encuadran en ninguna de 

¡categorías anteriores. Por el contrario, las pseudomonas 

«сеп generalmente de los enzimas hidrolíticos necesa- 

bs para degradar los polímeros en sus monómeros, Nu- 


Илеге muy versátiles las pseudomonas contienen 

ite una pléyade de operones inducibles (vénse Sec- 

tión 85). Debido a que el catabolismo de los sustratos or- 
ов pero habituales, a menudo, precisan la actividad de 
enzimas diferentes, las pseudomonas son ecológi- 

ente muy significativas en el suelo y agua y probable- 
ente los responsables de la degradación de muchos 


puestos solubles que se derivan de la ruptura mono- 


mérica de materiales de plantas y animales en hábitat oxi- 
genados, 

Muchas pseudomonas, así como otras muchas bacterias 
Стат negativas, metabolizan la glucosa vía Entner-Doudo- 
той (Figura 12.170). Dos de las enzimas clave de esta ruta, a sa- 
ber: 6 fosfgluconato deshidrogenasa y 2-ceto-3 desoxiglucosafosfato 
aldolasa (Figura 12.17c) se encuentran no solamente en especies 
de los géneros Pseudomona sino también de Rhizobium, Agro- 
bacterium, Zymononas y otras bacterias Gram negativas; por el 
contrario están sistemáticamente ausentes de Bacteria Gram 
positivas en las que se ha realizado un muestreo, 


Pseudomonas 

Ciertas especies del género Pseudomonas son patógenas 
(Tabla 12.11).Entre las pseudomonas fluorescentes la es- 
pecie Pseudomona aeruginosa está frecuentemente asocia- 
da a infecciones de los tractos respiratorio y urinario en 
humanos. Las infecciones por Pseudomona aeruginosa son 
frecuentes en grandes quemados u otros traumatismos se- 
veros que afecten a amplias zonas de la piel o bien en 
pacientes con fibrosis quística. Sin embargo, no es un pa- 
rásito estricto, sino un oportunista típico, iniciando una 


TABLA 12.9 


Características generales: 
Bacilos rectos о curvados pero no vibrioides; tamaño de 05-1. ит por 
15-40 ит; sin esporas; Gram negativas; flagelos polares, normalmen- 
te aislados; no envainadas apendiculadas o can yemas; metabolismo 
respiratorio, nunca fermentativo, aunque pueden producir ligeras can- 
tidades de ácido a partir dela glucosa en aerobiosis; utilizan compues- 
tos orgánicos de bajo peso molecular pero no polímeros: algunos son 
quimiolitotrofos, utilizando Н, о CO como único donador de electro- 
nes; algunos pueden utilizar nitrato como aceptor de electrones en 
anaerobiosis; algunos pueden usar arginina anaeróbicamente. 
Características mínimas para la identificación: 

Gram negativas, bacilos retos o ligeramente curvados, sin esporas, 
siempre móviles por flagelos polares; metabolismo oxidativo; en medio 
Para oxidación-fermentación con glucosa, el tubo sin vaselina produce 
cido (amarillo) y el tubo con vaselina no produce ácido (color neutro); 
no se produce gas de la glucosa (se distinguen fácilmente de las bacte- 
Tias emtórcas y de Aeromona) a oxidasa es casi siempre positiva (las 
Emtércas son negativas, la catalasa es siempre positiva; no presentan 
Pigmentos fotositétios (о distingue de las bacterias rojas no del azu- 
fre) el indol y el rojo de metilo son siempre negativos(para la discusión 
Че muchas de estas pruebas bioquímicas обве la Sección 242) 


TABLA 12.10 


infección cuando el individuo se encuentra bajo de de- 
fensas. También pueden causar infecciones sistémicas, de 
nuevo en individuos con amplias lesiones de piel. Este 
microorganismo es naturalmente resistente a muchos de 
los antibióticos utilizados rutinariamente de modo que la 
quimioterapia es difícil. Frecuentemente la resistencia se 
debe a la transferencia de plásmidos R (véanse Secciones 
108 y 20.12) que es un plásmido que lleva genes para la 
destoxificación de diversos antibióticos. P. aeruginosa se 
aísla fundamentalmente en medios hospitalarios y pue- 
de infectar muy fácilmente a los pacientes que están en 
tratamiento por otras causas (véase Sección 257). La poli- 
mixina, un antibiótico poco utilizado en la terapia huma- 
па debido a su toxicidad, es sin embargo efectivo frente a 
Р. їпоза utilizarse con precaución por los se- 
e er ف‎ 
Ciertas especies de Pseudomona, Ralstonia y Burkholderia 
y el género Xanthomonas son patógenas de plantas (fito- 
patógenos) (vénse Tabla 12.11), En muchos casos estos or- 
ganismos están tan adaptados al ambiente de las plantas 
que es difícil aislarlo de otros ambientes, incluido el suelo, 
Los fitopatógenos normalmente habitan en plantas que no 


Subgrupo Muorescente Gamma La mayoría producen pigmentos fluorescentes verde-amarillento 
solubles en agua; no forman poli-fi-hidroxibutirato; único 
grupo de homología de DNA 

Pseudomonas aeruginosa Producen plocianina, crecen hasta 43C, flagelo polar único, 
desnitrificantes 

Pseudomonas fluorescens No producen plocianina y no crecen а 43°C; penacho 
де flagelos polares 

Pseudomonas putida Semejante a Р fluorescens pero no licuan la gelatina 
y crece en benzilamina. 

Pseudomonas syringae Carece de arginina dihidrolasa, oxidasa negativo, patógeno 
para las plantas. 

Pseudomonas stutzeri Saprofito del suelo, fuerte desnitrificador y no fluorescente 

Subgrupo acidovorans Beta No pigmentados, forman poli-B-hidroributirato, penacho 
de flagelos polares no utilizan carbohidratos; único grupo 
de homología de DNA 

Commamonas aciovorans. 77 Utiliza ácido mucónico como única fuente de carbono y donador 


де electrones 
Utiliza testosterona como única fuente de carbono. 
Sin pigmentos fluorescentes, penacho de flagelos polares, forman 


Commamonas testosteroni 
Subgrupo pseudomallei-cepacia Beta 


poli-B-hidroxibutirato; único grupo de homología de DNA 


Burkholderia cepacia 


Burkholderia pseudomalles 
Burkholderia mallei 

Subgrupo diminuta-vesiculares Alfa 
Pseudomonas битта 

Pseudomonas vesicularis 

Subgrupo Ralstonia Beta 
Ralston solanacearum 

Ralstonia saccharophila 

Pseudomonas maltopiia 


Todas ls pseudomonas son miembros de Роа (Vie Tabla 121) 


Requiere metionina, no utiliza NO; como fuente de N 
oxidasa negativa 


Extremada versatilidad nutricional: algunas cepas son patógenas 
para plantas 

Causa melioidosis en animales; nutricionalmente versátiles 

Causa el muermo en animales; inmóviles; nutricionalmente exigentes 

lagelo único; requieren vitaminas (pantotenato, biotina, By) 

Мо pigmentada, no utiliza azúcares como fuente de carbono 
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[Л Patógeno oportunista; especialmente en medios hospitalario; en pacientes con problemas tumorales, metabólicos. 
о hematológicos; infecciones nosocomiales derivadas de cateterismos, traqueotomías, punciones lumbares 
y transfusiones; pacientes con tratamientos prolongados con inmunosupresors, corticosteroides, antibióticos 
radiaciones; puede contaminar heridas quirúrgicas, abscesos, quemaduras, infecciones de oído, pulmones. 
де pacientes tratados con antibióticos, fibrosis quística; principalmente un organismo del suelo. 

Р fluorescens Raramente patógeno, ya que no crece bien a 37°C; puede crecer en sangre contaminada y productos 
hematológicos refrigerados. 

P. maliophilia Organismo ubicuo de vida libre siendo un patógeno nosocomial habitual. 

B. cepacia Саша la podredumbre del bulbo de la cebolla; también se ha aislado de humanos y de ambientes médicos. 

ГТ Саша la melioidosis, una enfermedad común а hombres y animales en Asia. 

B. mallei Causa el muermo, una enfermedad de caballos que ocasionalmente se transmite al hombre. 

Рашат A menudo aislado de humanos у muestras ambientales pudiendo vivir saproficamente en el cuerpo, 

Patógenos de plantas 

R solanacearum Patógeno de muchas plantas cultivadas (patatas, tomates, tabaco, cacahuetes, etc.) 

P.syringae Ataca a las hojas produciendo clorosis y lesiones necróticas; raramente en el suelo. 

P. marginalis Causa podredumbres blandas de varias especies vegetales al ser un organismo muy pectinolítico, 

Х compestris Produce lesiones necróticas en hojas, tallos y frutos; raramente se encuentran libres en el suelo. 


les sirven de hospedadoras, en las que los síntomas son 
muy poco aparentes, y desde allí son transmitidas a la 
planta hospedadora donde comienza la infección real. Los 
síntomas de las enfermedades son muy variadas, depen- 
diendo tanto del fitopatógeno como de la planta; pero nor- 
'malmente se debe a la liberación por parte de la bacteria de 
toxinas, enzimas líticos, factores de crecimiento celular y 
otras sustancias que destruyen el tejido, o al menos, lo dis- 
lorsionan. En muchos casos, los síntomas tienen un eleva- 
do valor diagnóstico. Así, Pseudomonas syringae se suele 
aislar de hojas con lesiones cloróticas (amarilleo), mientras 

Р. marginales es un tipico fitopatógeno que produce 
«podredumbre blanda» de los tallos o tubos germinativos, 
pero muy raramente de las hojas. 


Zymomonas 

El género Zymomonas es Gram negativo, de bacilos muy 
grandes que fermenta vigorosamente los azúcares hasta 
etanol, Aunque es estrictamente fermentativo, el género 
Zymomonas tiene relación filogenético con las pseudomo- 
tiene activa la ruta de Entner-Doudoroff (Figura 
12170). Zymomonas es el organismo habitual implicado en 
fermentativos a partir de plantas en muchas áre- 
as de América Central y del Sur, así como en África y Asia 
_ y, de hecho, es tan importante en el campo de las fermen- 
taciones como lo es la levadura Saccharomyces cerevisiae en 
| Europa y Norteamérica. Zymomonas está implicado en la 
fermentación del pulque en México y de la bebida de pal- 
maen muchas áreas tropicales, así como de la caña de azú- 
сагу dela miel, Aunque Zymomonas es raramente el único 
organismo implicado en estas fermentaciones, sí suele ser 
el dominante y, probablemente, es el responsable de la pro- 
ducción de la mayor parte del etanol en estas bebidas. 
es también el responsable del deterioro de be- 

bidas tales como la sidra o la cerveza. 


Zymomonas se distingue de Pseudomonas por ви meta- 
bolismo fermentativo, microaerofilia, ser oxidasa negativa 
y otras características taxonómicas de índole molecular. 
También se parece a las bacterias del ácido acético (véase 
Sección 12.8) y de, hecho, es frecuente aislarlo junto con 
ellas. Este hecho tiene interés ya que Zymomonas, como las 
levaduras, fermentan la glucosa hasta etanol y las bacterias 
del ácido acético lo oxidan hasta ácido acético. Probable- 
mente este grupo de bacterias depende de la actividad de 
las levaduras y de Zymomonas para la producción del sus- 
trato sin el que no pueden vivir el etanol. Al contrario que 
las levaduras que utilizan la ruta glucolítica de Embden- 
Meyerhotf, Zymomonas utiliza, como es típico en este gru- 
ро, la de Entner-Doudoroff. 


КЕ 32cteria ае! ácido acético 


Géneros clave 


‘Acetobacter 
Gluconobacter 


Las bacterias del ácido acético forman un grupo de bacilos 
Gram negativos, aeróbicos, que llevan a cabo la oxidación 
incompleta de alcoholes y de azúcares, lo que conduce a la 
acumulación de ácidos orgánicos como productos finales. 
Con etanol como sustrato, se produce ácido acético, de aquí 
el nombre trivial de este grupo bacteriano, Otra propiedad 
es su alta resistencia a condiciones acídicas, ya que la ma- 
ухіл delas cepas pueden crece a рН inferior de 5. Eata o- 
lerancia al ácido resulta esencial para que un 

produzca grandes cantidades de ácido. Las bacterias del 
ácido acético son un conjunto heterogéno, que comprende 
organismos con flagelos, polares y perítricos. Los organis- 
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mos con flagelos polares se incluyen en el género Glucono- 
bacter, mientras que los organismos con flagelos peritricos 
lo hacen en el grupo Acetobacter, Todas las bacterias del áci- 
do acético conocidas se agrupan ilogenéticamente con las 
alía Proteobacteria (vénse Tabla 12.1). 

Además de la flagelación, Acetobacter difiere de Gluco- 
nobacter en que es superoxidante, es decir, es capaz de oxi- 
dar el ácido acético hasta CO». Esta peculiaridad está 
relacionada con la presencia de un ciclo del ácido cítrico 
completo y funcional. Gluconobacter carece de un ciclo del 
ácido cítrico completo por lo que es incapaz de oxidar el 
ácido cítrico, mientras que Acetobacter tiene todas las enzi- 
mas del ciclo y puede oxidarlo. 


Ecología y usos industriales 

Las bacterias del ácido acético se encuentran frecuente- 
mente asociadas a bebidas alcohólicas tales como la sidra, 
el vino o la cervsza. Las colonias de este grupo se reconocen 
en placas de agar con CaCO, y etanol, ya que estas bacte- 
rías, debido al ácido acético producido, disuelven el CaCO, 
generando así una zona transparente alrededor de la colo- 
nia, claramente distinguible frente a la opacidad de esta sal 
(Figura 12.18). Estas bacterias se utilizan en la producción 
comercial del vinagre: (véase Sección 30.10). 

Además del etanol, estos organismos llevan a cabo la 
oxidación incompleta de alcoholes de cadena larga y va- 
ríos azúcares. Así por ejemplo, la glucosa es oxidada hasta 
ácido glucónico, la galactosa hasta galactónico, la arabi- 
nosa hasta arabónico y así sucesivamente. Esta capacidad 
usuboxidante» se utiliza precisamente para la manufac- 
tura de ácido ascórbico (vitamina C). El ácido ascórbico 
puede formarse a partir de la sorbosa, pero este azúcar 
es difícil de sintetizar químicamente y puede generarse 
convenientemente por la actividad de las bacterias acéti- 
cas que oxidan el sorbitol (un alcohol de azúcar facilmente 
disponible) solo hasta sorbosa, proceso llamado biocon- 
versión (véase Sección 30.8), 


ig Colonias de Acetobacter aceti en placas de agar соп 
etanal como fuente de energía y carbonato cálcico. Nótese la zona 
clara alrededor de las colonias debido a la disolución del carbonato 
cálcico por el ácido acético producido por las bacterias, 


Otra propiedad interesante de algunas bacterias acéticas 
es su capacidad de sintetizar celulosa, Esta celulosa no di- 
fiere significativamente de la de las plantas, con la excep- 
ción de que es pura y no mezclada con hemicelulosas, 
pectinas o ligninas, formando un entramado de microfi- 
brillas donde se reproducen estas bacterias. Si se crecen en 
un matraz sin agitación originan una película superficial 
Че celulosa con las bacterias. Ya que estas bacterias son ae- 
robias estrictos, la capacidad para formar tal película su- 
perficial puede representar el medio que este organismo 
utiliza para quedarse en la superficie y asegurarse un su- 
ministro adecuado de oxígeno. 


Bacteria aeróbicas de vida libre 


jadoras de ni jeno 
Géneros clave 
Azotobacter 
zomonas 


Existen varios tipos de microorganismos que habitan fun- 
damentalmente еп el suelo y tienen la capacidad de fijar ni- 
trógeno aeróbicamente (Tabla 12.12), El género Azotobacter 
comprende un grupo de especies de bacilos grandes, Gram 
negativos, aerobíos estrictos y fijadores de N, sin estable- 
cer simbiosis con plantas (Figura 12.19). La primera espe- 
ае del género fue descubierta por el microbiólogo holandés 
М. W. Beijerinck a principios del siglo xx, utilizando culti- 
vos de enriquecimiento aeróbicos con N, atmosférico como 
fuente de nitrógeno. La mayoría de estas bacterias son alfa 
о gamma Proteobacteria. 


Taxonomía 
Las bacterias fijadoras de nitrógeno de vida libre pertene- 
сеп a los géneros Azotobacter, Azospirillum y Beljerinckia. Las 
células de Azotobacter son grandes (incluso igualando el ta- 
maño de las levaduras), con diámetros de 2-4 ит o inclu- 
so más. El pleomorfismo es común en el grupo, habiéndose 
descrito una gran variedad de formas celulares, Algunas 
estirpes son móviles por flagelos perítricos. En medios con 
carbohidratos, se forman grandes cápsulas y capas mucoi- 
des (véanse Figura 12.20; Figura 17.71), А pesar de que Az0- 
lobacter es un aerobio estricto, su nitrogenasa (enzima que 
cataliza la fijación biológica del №.) (vénse Sección 17.28) es 
muy sensible al O,. Se piensa que el material capsular y 
mucoide protegen a este enzima del efecto inactivante del 
O), Azotobacter es capaz de crecer también sobre una gran 
diversidad de carbohidratos, alcoholes y ácidos orgánicos. 
En este caso, el metabolismo es estrictamente oxidativo y los 
productos de fermentación, habituales en bacterias fer- 
'mentativas, muy raramente se detectan en este grupo bac- 
teriano. Todos sus miembros fijan nitrógeno, pero pueden 
utilizar también formas combinadas simples tales como 
amoníaco, urea o nitrato. 

Azotobacter tiene formas de resistencia denominadas 
cistos. Como las endosporas, los cistos de Azotobacter 
gura 12.19b) tienen un índice de respiración muy bajo y 
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Azotobacter 9 Gamma Bacilos grandes, producen cistos; se encuentran principalmente. 6367 
en suelos neutros alcalinos 
Azomonas 3 Gamma Bacilos grandes, sin cistos: principalmente acuáticos 5259 
Azospirillum 4 Alfa Bacilos microseroíicos; asociados con plantas өл 
Bajerinckia 4 Alfa Bacilo en forma de pera, con cuerpos lipídicos grandes en cada 5459 
extremo; produce abundante material mucoide; habita en suelos 
ácidos. 
Г 1 Alfa Bacilos, colonias rugosas. an 


"odas las especies son miembros de Proteobacteria (Figura 12 1) 


son resistentes a la desecación, desintegración mecánica y 
radiaciones ultravioleta e ionizantes. Sin embargo, no son 
particularmente resistentes a la temperatura y no están 
completamente en reposo porque oxidan rápidamente 
fuentes exógenas de energía 

Los restantes géneros de este grupo incluyen Azomo- 
as, un género muy semejante a Azotobacter, excepto que 
по forma cistos de resistencia у que son primariamente 
acuáticos, Beijerinckia y Derxia (Figura 12.21); dos géneros 
que crecen bien en suelos ácidos y Azospirillum, un espirilo 
fijador de nitrógeno que forma asociaciones simbióticas 
по específicas con diversas plantas у en concreto con el 
maíz. 


Azotobacter y nitrogrenasas alternativas 

Enla Sección 17.28 se estudiará el importante proceso de la 
fijación biológica del nitrógeno. Allí aprenderemos el papel 
Crucial que juegan metales como el molibdeno (Мо) y hie- 
fro (Fe) en la nitrogenasa. La especie Azotobacter сйгоосос- 
ат fue la primera bacteria айога de 


Azotobacter vinelandi: (a) células vegetativas y (Б) 
Estos. Observación al microscopio de contraste de fases. Diámetro 
Celular de 2 yum y el del cisto de 3 рт. Compárese con la Figura 1.146. 


se demostró crecimiento sobre nitrógeno en ausencia de 
molibdeno, En A. chroococcum, se demostró que existían 
dos «nitrogenasas alternativas» con vanadio (V) o hierro 
(Fe) cuando crecían bajo ciertas condiciones de cultivo, 
Consecuentemente, las investigaciones con otras bacterias 
fijadoras de nitrógeno han demostrado la presencia siste- 


ШҮ ЕЕ] ето de producción de mucosidad por bacterias 
de vida libre fjadoras de nitrógeno. (a) Células de Denia humosa atra- 
padas en mucosidad. Las células poseen una anchura de 1-1,2 рт. 
(5) Colonias de Bejerinckia creciendo en medio con carbohidratos. Nò- 
tese la apariencia brilante y elevada de las colonias debido a la abun- 
далса de material capsular. 


Micrografias de contraste de fases de dos géneros. 
de bacterias fjadoras de nitrógeno tolerantes al ácido. (a) Bejerinckia 
indica. Las células son perilormes y de 0,8 ym de diámetro con un gran 
lóbulo de poli-b-tdıoxibutirato (véase Sección 4.13) en cada extremo. 
(5) Derxia humosa, célula de 1 um de diámetro. 


mática de estas nitrogenasas de reserva, que funcionan so- 
lamente cuando el molibdeno no está presente, están am- 
plíamente disribuidas entre las bacterias fijadoras de 
nitrógeno incluyendo Archea, en las que unas pocas espe- 
cies fijan №, 


/_ 12.7-12.9 Revisión de conceptos 


Los pseudomonas incluyen bacilos Gram negativos quimioor- 
ganotrofos у aerobios; muchas especies fijadoras de nitrógeno 
están filogendticamente relacionadas y pueden reducir N, has- 
ta NH, Las bacterias acéticas son también un grupo filogené- 
ticamente relacionado con las pseudomonas y se caracterizan 
por su capacidad de oxidar acróbicamente etanol hasta acetato. 
4 Compare y contraste las Azotobacter y las bac- 
terias acéticas en términos de requerimiento de O, dona- 
dores de electrones, patogenicidad y hábitat. 
/ Compare y contraste Acetobacter con Acetobacterium (véase 
Sección 17.16) de tantas formas como crea oportuno. 


|. Oxidasa positiva, sensibles a penicilina: 
Cocos; nutricionalmente complejos, utilizan carbohidratos. 


por flexión; muchos son comensales o patógenos para 
animales 

И, Oxidasa negativa, resistentes a penicilina: 
“Algunas cepas pueden utilizar un restringido rango de 
azûcares y tienen movilidad por contracción: saprofitos del 
suelo, agua y aguas residuales. 


* Todas son Proteobacteria. 


Neisseria, Chromobacterium 
relacionados 


Géneros clave 
Neisseria 
Chromobacterium 
Este grupo de Proteobacterias beta y gamma comprende es- 
pecies relacionadas filogenético y morfológicamente, así сото 
por su reacción al Gram, (negativas), morfología, movilidad y 
metabolismo respiratorio. Los géneros Neisseria, Moraxella, 
Branamella Кары y Acinetobacier se recogen en la Tabla 1213. 
En el género Neisseria, las células son siempre cocáceas 
(Figura 26.28) mientras que en el resto de los géneros son 
bacilares haciéndose cocos solamente en la senectud, lo 
que ha llevado a que sean propuestas como cocobacilos. 
Las especies de los géneros Neisseria, Kingella y Moraxella se 
aíslan comúnmente de animales y algunas son patógenas, 
mientras que las de Acinetobacter son comunes en 
el suelo y aguas; ocasionalmente han sido descritos como 
nocosomiales en animales. Algunas cepas de Moraxella у 
Acinetobacter poseen la interesante propiedad de mobili- 
dad por contracción (retorciendose) lo que se manifiesta 
como breves movimientos de translocación o «saltos» cu- 
briendo distancias de 1-5 um. Se discute el significado cli- 
nico de N. en la Sección 24.1 y 26.12, 
Filogenéticamente Chromobacterium está próximo û 
Neisseria pero es un bacilo, pareciéndose a las pseudomo- 
nas y enterobacterias, La especie más estudiada es С. vio- 
laceum, un organismo de color violeta/púrpura уа que 
sintetiza un pigmento que se denomina violaceína (Figu- 
1222), que se encuentra en suelos oxidando aguas y oca- 
sionalmente en infecciones purulentas de humanos y otros 
animales. Chromobacterium violaceum y otras chromobacte- 
rias producen el pigmento púrpura o violaceína (Figura 
1222). La violaceína es un pigmento insoluble en agua que 
posee propiedades antibióticas y que solamente se pro- 
duce en medios que contienen triptófano, Chromobacterium 
es un anaerobio facultativo que fermenta los azúcares y 
crece en aerobiosis oxidando diversas fuentes de carbono, 


a Beta 4955 
8 Gamma 
10 Beta 4047 
2 Beta 4755 
7 Gamma 3847 
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IRE Chromobacterurn. Una gran colonia de Chromo- 
bacterium violaceum en a parte derecha y estructura del pigmento vio- 
асва producido por С. violaceum. 


[12.11] Bacteria entéricas 


Géneros clave 


Escherichia 
Salmonella 
Proteus 
Enterobacter 


Las bacterias entéricas comprenden un grupo relativa- 
mente homogéneo de Proteobacterias gamma, que se 
caracterizan fenotípicamente por lo siguiente: Gram ne- 

fativos, bacilos no esporulados, no móviles o si lo son es 

и flagelos de inserción peritrica (Figura 12.230), anaerobios 
[ofarin de oxidasa negativa, con requerimientos nutri- 
cionales relativamente simples y fermentan azúcares con 
diversos productos finales. La característica fenotípica uti- 
lizada para separar las bacterias entéricas de otras seme- 
Jantes por su fisiomorfología se indican en la Tabla 12.14. 

Entre las bacterias entéricas se encuentran especies 
[әз para el hombre, animales y plantas también 
Otras muy importantes desde el punto de vista industrial. 
Sin lugar a dudas se sabe más de la enterobacteria por ex- 
Gelencia Escherichia coli que de ninguna otra especie bacte- 
бала (véase Sección 10.12). 

Debido a la importancia médica de las bacterias entéri- 
Cas, se han aislado y estudiado un sinnúmero de ellas y, а 
Pesar de que existe una marcada relación genética entre 
Muchas de las bacterias entéricas, como se. observa por ho- 
'mologías de DNA y recombinación genética, se mantienen 
сото géneros separados pricipalmente por razones prác- 
licas. Dado que estos organismos se cultivan a partir de 
úlslamientos clínicos, se requieren algunos métodos de 
identificación que faciliten el tratamiento de la enferme- 
3 rápidamente, y por ello su características fenotípicas 

Кал sido tradicionalmente muy importantes para distin- 
guir entre los géneros de las Bacteria entéricas. 


Modelos de fermentación en las Bacteria 


“Una de las características llave para separar los diferentes 
"géneros de bacterias entéricas es el tipo y la proporción de los 
juetos de fermentación que se producen en condiciones 

as a partir de la glucosa. Se reconocen dos grandes 
“modelos, la fermentación ácido-mixta y la fermentación 2,3 
'butanodiólica (Figura 12.24). En la primera, se forman tres 


Piuvato 


a-Acetolactato 


® 


(а) Micrografía electrónica por sombreado metálico 
де la bacteria entérica productora de butanodiol Erwinia carotovora. 
Anchura celular de 0,8 ym. Nótese la flagelación peritrica (véase Sec- 
ción 4.10). (o) Ruta bioquimica de formación de butanodiol a partir de 
дов moléculas de piruvato. 


376 = Capítulo 12 = LA DIVERSIDAD PROCARIÓTICA: BACTERIA 


TABLA 12.14 


Características generales: 

Bacilos rectos Gram negativos; móviles por flagelos peritricos o 
inmóviles; no espurulados; anaerobios facultativos, producen 
ácido de glucosa; el sodio ni es requerido para crecimiento ni lo 
estimula; catalasa positivo y oxidasa negativo y normalmente 
reducen nitrato a nitrito (nunca a №); 165 rRNA pertenecen a 
las gamma Protobacteria (oase Tabla 121) 


Pruebas clave para distinguir las bacterias entéricas de otras. 

semejantes morfológicamente”: 

Prueba de la oxidasa, ya que en las entéricas es siempre negativa. 
Separa las enterobacterias de bacterias oxidasa positivo de los 
géneros Pacudomonas, Aeromonas, Vibrio. Alcaligenes. 
Achromobacter, Flavobacterium, Cardiobacterium, que pueden tener 
morfología similar. EI nitrato se reduce solo a nitrito (detección 
del nitrito después del cultivo) distingue las bacterias entéricas 
Че otras que reducen el nitrato hasta N, (formación de gas) 
como es el caso de Pseudomonas y muchas otras bacterias oxidasa 
positiva; la capacidad de fermentar la glucosa distingue las 
bacterias entéricas de las bacterias acrobias estrictas. 


Мине Sección 242 y Figura 247. 


(a) Fermentación ácido mixta (por ejemplo Escherichia coll) 


ШЕЮ 


ácidos en cantidades significativas: ácido acético, láctico y 
succínico; se forman también etanol, CO, y H, pero munar 
butanodiol. En la fermentación del butanodiol, se forman pe- 
queñas cantidades de diversos ácidos siendo, con mucho, el 
23 butanodiol, etanol, CO, у H, los productos principales. 
Como resultado de una fermentación ácido-mixta se produ- 
сеп cantidades equimoleculares de CO, у Hy mientras que 
еп el caso de una butanodiólica se produce mucho más CO, 
que H. Esto es así porque los fermentadores ácido-mixto 
producen CO, solamente a partir del ácido fórmico por me- 
dio del sistema enzimático fórmico hidrógeno liasa: 


HCOOH — H; + CO, 


Esta reacción produce cantidades iguales de CO, y de 
Н Los fermentadores del butanol producen el CO, y el Hj 
а partir del ácido fórmico pero también dos moléculas adi- 
cionales de CO, por cada una de butanodiol (Figura 12.23b) 

Existe una gran variedad de ensayos diagnósticos y me- 
dios diferenciales que pueden utilizarse para encuadrar una 
determinada enterobacteria en una de las dos grandes ca- 
tegorías reseñadas y se recogen con detalle en las Tablas 
24.2 y 24.3. Sobre la base de estos y otros ensayos, los dis- 
tintos géneros, definirse como se indica en las Tablas 
12.15 у 12.16. 


Productos típicos (moles) 


ta o ete 


(0) Fermentación butanodiólica (por ejemplo Enterobacter) Productos tipicos (moles) 


ин 


La лт читао 


Diferenciación entre fermentación (а) ácido mixta y (>) butanodiólca en enterobacteras, Las fechas ineas continua representan, 


las reacciones principales; las de línea discontinua reacciones secundarias. La foto superior muestra la producción de ácido (color amarillo) y gas (en 
el tubo invertido) en un cultivo de E. Coli (el tubo rojo no fue inoculado). La foto interior representa una reacción positiva de Voges Proskauer (VP) de. 
Color rosáceo y que indica la producción de butanodiol en un cultivo de Enterobacter aerogenes. Se inoculó el tubo de la izquierda (amarillo). Nóte- 
Se la principal diferencia enla producción de CO, en las dos rutas, la producción de butavodiol produce una cantidad de CO, sustancialmente mayor. 
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Debido a que las bacterias entéricas están genéti- hombre, aunque no son, пі соп mucho, los taxones domi- 

Ме muy relacionadas, a veces su identificación al- nantes en esos hábitats. Escherichia puede tienen una fun- 

berga considerable dificultad. En los laboratorios clínicos, ción nutricional en el intestino sintetizando vitaminas y en 

ш identificación está basada frecuentemente en análisis especial vitamina К. Como anaerobio facultativo que es, 

ido utilizando una gran variedad de ensayos probablemente también contribuye a la anaerobiosis del am- 

sticos que utilizan pruebas miniaturizadas (kits) y biente del intestino grueso. Las estirpes silvestres de Esche- 

inmulológicas y de ácidos nucleicos (véase Figura — richia raramente tienen requerimientos nutricionales 

1) que tienen en cuenta la variación de las reacciones de especiales, pudiendo crecer en una gran diversidad de com- 

especiales. La separación de géneros que se indica puestos carbonados tales como azúcares, aminoácidos, áci- 

las Tablas 12.15 y 12.16 deben ser consideradas solo dos orgánicos y así sucesivamente, Algunas cepas son 

по aproximativas, porque siempre es posible aislar de patógenas y han sido implicadas en el desarrollo de cuadros 

а una cepa que no posee determinada carac-  diarreicos en niños —а veces en proporciones epidémicas— 

considerada obligada para el género. Con estas en guarderías infantiles y en servicios ginecológicos y obs- 

тез in mente en la Figura 12.25 se propone una tétricos. En personas de edad avanzada, es relativamente 

de separación todavía más simplificada, Esta clave frecuente que ciertas estirpes de Escherichia causen infeccio- 

йе una decisión rápida sobre en qué género se ha de пез de las vías urinarias o en aquellos pacientes que han sido 

un microorganismo que hayamos aislado recien- — tratados con radiaciones ionizantes, Estas cepas enteropa- 

jente. A continuación, se considerarán algunas pro-  tógenas de E.coli (ЕРЕС) cada vez están más frecuentemen- 

piedades de los géneros más represent te implicadas en infecciones cuasi-disentéricas y cuadros 

febriles agudos (véanse Secciones 21.6, 21.9 y 29.7). Como se 

chia, Salmonella y Shigella indica allí, estas cepas forman antígeno K, que permite la co- 

ов miembros del género Escherichia son habitantes univer- lonización del intestino delgado y producción de una ente- 
es de todos los animales de sangre caliente, incluido el гоќохіпа que es la responsable de los cuadros diarreicos, 


TABLA 12.15 


ГЕЙ 
Emeka ter 
Sherlis 
КОЙ 
иттей 
Г 
Ariona 
КОЙ 


MITE" 
Jı+++1 1014 


ИТЕН 


э Vas Tabla 24: para los procedimientos де estas reacciones de бад 
vine Figura 1224, fotu de ема reacción 
Móviles cuando crecen a temperatura ambiente; inmóviles 37. 


Klebsiella - - 3740 Ninguna - + - . 5358 
Enterobacter + Lento 3740 Amarilatoninguna) + + - + 5240 
Л + + 3740 Roploninguna) + - + - 520 
Eroina - +0- 2730 Amarilla(o ninguna) +0 -— + 5058 
ната + - 5 Ninguna + - - КҮ 


Име Tabla 24 para una descripción Че estos ensayos Шалені. 
бише Figura 12.2% 


Salmonella y Escherichia estár bastante próximos; ambos 
géneros tienen un 50% de homología en su DNA, cuando 
se efectúa hibridación DNA: DNA (vénse Sección 11.9). Sin 
embargo y en contraste con la mayoría de las escherichias, 
Jos miembros del género Salmonella son usualmente раю: 
genos, bien para ну же) otros animales de sangre 
caliente, En humanos, la enfermedad más común son las 
fiebres tifoideas y la gastroenteritis (véanse Secciones 28.8 
y 29.6). Las salmonelas se caracterizan inmunológicamen- 
te sobre la base de tres antígenos superficiales, el antígeno 
O de pared celular (somático); el H, o flagelar y el Vi (capa 
externa polisacarídica) que se encuentra en las cepas cau- 
santes de las fiebres tifoideas. El antígeno O es parte del li- 
popolisacárido que constituye la capa más externa de la 


Vaya al número 


2 


Опа clave simplificada de Jos principales géneros de 
enterobacterias, Solamente se recogen los más comunes. Véase 
texto para el uso de esta clave. Los ensayos diagnósticos se dan en la 
таша 24.3. En las Tablas 12.14-12.16 se indican otras características 
delos géneros. El código de colores es como en la Figura 12.24. 


membrana externa de estos organismos (Sección 4.9 y 
21.12). La estructura química del hipopolisacárido se indica 
еп la Sección 4.9 (Figuras 4.35 y 4.36). El género Salmonella 
comprende más de 1000 serotipos que presentan diferencias 
Antigénicas en sus antígenos O, Sbálvales antigén 
adicionales se basan en los antígenos flagelares H. No hay 
correlación o es muy escasa, entre el tipo antigénico de una 
Salmonella y los síntomas de la enfermedad que producen, 
pero el tipado inmunológico permite el rastreo de una úni- 
са cepa en brotes. ic 

Las shigelas también están genéticamente relacionadas 
con Escherichia. Determinadas cepas de Shigella pueden pre- 
sentar entre el 70 y el 100% de homología con E.coli. Al con- 
trario que Escherichia, Shigella es patógeno primario para 
humanos, causando gastroenteritis muy severa que nor- 
malmente se conoce como disentería bacilar. Shigella dysen- 
leriae se transmite por los alimentos y el agua, у es capaz de 
invadir el epitelio intestinal (véase Sección 29.10). Una vez 
establecido produce una endotoxina y una neurotoxina que 
presenta efectos enterotóxicos, 


Proteus ad 
El género Proteus se caracteriza por su rápida movilid. 
(Figura 1220) y pat arare de usen Por hibrida- 
ción de DNA, solamente se encuentra una relación lejana 
соп Escherichia. Frecuentemente, Proteus es la causa de infec- 
ciones urinarias en humanos y probablemente el hecho de 
ser ureasa positivo le facilita la colonización de ese econt- 
cho. A consecuencia de su rápido movimiento, las colonias 
de Proteus tienden a ocupar toda la placa en un crecimien- 
to en forma de «ondas de mar» característico (Figura 
12260). Las células en la periferia de la colonia son más mó- 
viles que las del centro; así las primeras se mueven un poco 
más allá, disminuyen su movilidad, se asientan y se di 

a continuación dando lugar a una nueva generación de cé 
lulas muy móviles que vuelven a repetir la operación. 
Сото resultado, la colonia madura consta de una serie 
anillos más o menos concéntricos (Figura 12.265), 


Productores de butanodiol: Enterobacter, 
Klebsiella y Serratia 

Los géneros de este grupo están genéticamente más 
cionados entre sí que con cualquiera de los del grupo de 
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fermentación ácida-mixta, lo que está de acuerdo con las 
diferencias fisiológicas observadas. Su DNA tiene un indi 
се GC superior, siendo de 53-58 moles%. La clasificación 
actual de este grupo se recoge en la Tabla 12.16 
Enterobacter aerogenes es una especie común en las aguas 
así como en el tracto intestinal de animales de sangre ca- 
liente, siendo también un patógeno ocasional, pudiendo 
producir afecciones del tracto urinario. Una especie de 
Klebsiella, К. pneumoniae, produce cuadros neumónicos. El 
hábitat natural es, sin embargo, el suelo y el agua. La ma 
yoría de las klebsiellas pueden fijar nitrógeno (Sección 
17.28), propiedad que no se encuentra en ninguna otra en- 
terobacteria. El género Serratia forma un pigmento pirróli 
со que se conoce como prodigiosina (Figura 12.27) y se 
produce en la fase estacionaria como un metabolito se- 
cundario (véase Sección 30.2). Es interesante por contener 
elanillo pirrólico, que también se encuentra en pigmentos 
implicados en la transferencia de energía: porfirinas, cloro- 


b 


EEEE Movida en piaca de Proteus. (a) Células de Proteus 
тайз tenidas para flagelos, los flagelos pentncos de cada célula se 
“agrupan en un extremo. (b) Colonia томі tipica de Proteus vuigaris. 
Nétese el crecimiento concéntrico en anillos. 


Figura 12.27 cos ө Sora marcos, Bodorrasan 


ranjado es debido a la prodigicsina, un pigmento de tipo ріпбісо. 


filas y ficobilinas 
no existe eviden 


éanse Sección 17.2 y 17.3). Sin embargo, 

prodigiosina juegue un papel 
ía y, de hecho, se desconoce su 
función. Especies de Serratia se aíslan de aguas y suelos así 
como, ocasionalmente, del intest 
y vertebrados, y solo esporádicamente del intestino hu: 
mano. 


[12.12 “itrio y Photobacterium 


Géneros clave 
Vibrio 
Photobacterium 


о de diversos insectos 


El grupo de Vibrio contiene organismos bacilares incurva- 
dos, Gram negativos, anaerobios facultativos y que poseen 
un metabolismo fermentativo. La mayoría de los miembros 
del grupo de Vibrio poseen flagelos polares, aunque algunos 
son peritricos. Una diferencia importante entre este grupo 
y el del grupo entérico es su carácter de oxidasa positiva (vén 
se Tabla 24.3), mientras que las enterobacterias, сото ya se 
ha indicado, son oxidasa negativa. Aunque Pseudomonas tam- 
bién es oxidasa positiva y también con flagelación polar, no 
tienen metabolismo fermentativo, y por tanto, se separa de 
los vibrios por una simple prueba de fermentación de ахй. 
car. Los géneros mejor estudiados dentro de este grupo son 
Vibrio y Photobacterium. 

La mayoría de los vibrios y organismos relacionados 
son del medio acuático, bien de aguas dulces о marinas, 
aunque uno de los más representativos, Vibrio cholerae es 
patógeno para humanos, constituyendo la causa específica 
de la enfermedad conocida como cólera (véanse Secciones 
21.11 y 286); este organismo no infecta normalmente a otros 
seres. El cólera es una de las enfermedades infecciosas más 
comunes en países en vías de desarrollo o subdesarrolla- 
dos. El microorganismo se transmite casi exclusivamente 
por vía hídrica у los estudios de su distribución que se hi- 
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cieron en el siglo xix demostraron la importancia de la pu 
rificación de las aguas para zonas urbanas, como medio 
más idóneo para cortar los brotes coléricos (vénse cuadro 
«Snow y el cólera», Capítulo 28). Discutiremos la patogé- 
nesis de v. cholerae en la Sección 21.11 

Vibrio parahaemolyticus es un organismo marino, Es una 
delas causas más comunes de casos de gastroenteritis en Ja 
pón (donde se consume pescado crudo rutinariamente) y 
también se le ha implicado en brotes de trastornos seme 
jantes en otras partes del mundo incluyendo Estados Uni 
dos. El microorganismo se aísla frecuentemente del agua 
de mar y de los moluscos y crustáceos que probablemente 
son sus hábitat primarios (véase Sección 28.1). 


Photobacterium y la bioluminiscencia 

Diversas bacterias bacilares, Gram negativas y flageladas 
polarmente, presentan la interesante propiedad de emitir 
luz (lumi ayoría de estas bacterias se han 
sificado en el género Photobacterium, pero unos cuantos 
соп esta propiedad son en realidad del género Vibrio (Fi 
gura 12.28), La mayoría de las bacterias bioluminiscentes 
son marinas y 

peces poseen un órgano especial en 
terias bioluminiscentes (Figura 12.28c-f). Otras viven sa: 
profíticas 
forman colonias visibles sobre la sup 


iscenc 


entran asociadas con peces. Algunos 


que crecen las bac 


nte sobre peces muer 


os y, ocasionalmente 
rficie del pez. (Para 
ver claramente la bioluminiscencia, debe observarse el 


а e) 


(9) 


material en una habitación completamente a oscuras, des- 
pués de que los ojos se hayan adaptado a la oscuridad, Fi 
gura 12.284, b). Aunque las especies de Photobacterium son 
anaerobias facultativas, son bioluminiscentes solamente 
en presencia de O, . Para que se desarrolle esta actividad 
metabólica se necesitan varios componentes: la enzima 
Iuciferasa y un aldehído alifático de cadena larga (por 
ejemplo, el dodecanal), flavin mononucleótido reducido 
(FMNH,) y Оз. El donador de electrones primario es el 
NADH de modo que la reacción puede representarse la 
manera siguiente: 


+ O, + RCHO —= 
FMN + RCOOH + H:O + Luz 


FMNH; 


Por tanto, el sistema dor de luz representa un cla: 
ro desvío de flujo de electrones que va directamente desde 
el FMNH; hasta el O, sin pasar por las cadenas tr 
tadoras habituales típicas de otros flujos metabólicos tales 
сото las quino 


Regulación de la bioluminiscenci: 

La enzima lucil exclusiva forma de regula: 
ción denominada autoinducción, Las bacterias lun 
centes producen un auloinductor que se acumula en el medio 
de cultivo y cuando llega a niveles adecuados tiene lugar la 
acción. El autoinductor en Vibrio fischeri se ha iden- 


ут 


Bacterias bioluminiscentes y su función en la emisión de luz рог ciertos peces. (a) Dos placas de estas bacterias Tolografladas 


bajo su propia luz. Nótese la diferencia de color. Izquierda, Vibrio fischeri cepa MJ-1, luz azul, y derecha, V fischeri сера Y-1, luz verde. (b) Colo- 
nias de Photobacterium phosphoreum lotografiadas bajo su propia luz. (с) Pez teleósteo Photoblepharon palpebratus; la zona brilante es el ór- 
gano luminoso que contiene las bacterias bioluminiscentes. (d) El mismo pez fotografiado bajo su propia luz. (e) Fotografía submarina noctuma. 
de P. Palpebratus en los arrecifes de coral del бойо de Eat. {f Micrograña electrónica del órgano luminoso de P. Palpebratus mostrando la densa. 
disposición de las bacterias bioluminiscentes (fechas). 
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tificado como el N-#-cetocaprilhomoserina lactona. Por ello, 
los cultivos con baja densidad celular de bacterias luminis- 
centes no son luminosas, sino que sólo se hacen luminosas 
cuando el crecimiento alcanza una densidad suficiente- 
mente alta para que el autoinductor se acumule y funcione, 
а este mecanismo se denomina percepción de quórum 
(quorum sensing) por la naturaleza del fenómeno que de- 
pende de la densidad (vénse Sección 8.9), 

Debido a este proceso de autoinducción, es obvio que 
bacterias del grupo viviendo libres no son luminiscentes ya 
que el autoinductor no puede acumularse (Figura 1228). 
Aunque todavía no está claro por qué la luminiscencia de- 
pende de la densidad en bacterias de vida libre, en las cepas 
Simbióticas de las bacterias luminiscentes (vénse Figura 1228), 
la razón рага que la luminiscencia depende de la densidad 
está clara: la luminiscencia solamente aparece cuando la 
densidad de población es suficientemente alta en el órgano 
luminoso del pez para permitir la emisión de un destello de 
luz. La genética de la percepción de quórum que utiliza la lu- 
miniscencia como modelo experimental se ha estudiado bas- 
‘tante y ya está claro que es algo que afecta no solamente al 
proceso de bioluminiscencia, sino que es un mecanismo de 
regulación de muchas bacterias para fenómenos que re- 
quieran un mínimo de número de células (Sección 8.9). 


/ 12.11-12.12 Revisión de conceptos 


Las bacterias entéricas son un gran grupo de bacilos anaerobios 
facultativos de gran importancia tanto médica como para la bio- 
logía molecular. Vibrio y Photobucierium son bacterias marinas y 
muchas son bioluminiscentes. 


Y ¿Cómose distingue Escherichia coli de Enterobacter aerogenes 
basándose en la fisiología? 

Y Describe dos propiedades principales de Proteus que las dis- 
tingue de otras bacterias entéricas 

Y ¿Quées necesario para que un organismo como Photobwcte- 
Tium genere luz visible? 


[ESE] Ficketsias 


Géneros clave 


Rickettsia 
Wolbachia 


_ Las riquetsias son proteobacterias cocoides Gram negativas 
'bbacilos con tamaño de 0,3-0,7 um de ancho y 1-2 ит de lar- 
о. оп todas ellas, con una excepción, parásitos intracelulares 
frios (Figura 12 290) y todavía no han podido ser cultiva- 
ж en ausencia de células hospedadoras. Son agentes cau- 
Sintes de enfermedades humanas importantes, tales como el 
tifus exantemático, la fiebre del las montañas rocosas o la fie- 
һе О, entre otras (véase Sección 27 3). Las micrografías elec- 
irónicas de riquetsias muestran propiedades típicas de 


каена normales (Figura 12.290); se ve tanto la pared celu- 
лг сото la membrana citoplasmática. La pared celular con- 
беле ácido murámico y ácido diaminopimélico. Contienen 
'igicamente tanto ОМА como RNA y se dividen por fisión bi 

“nacía normal con tiempos de generación de unas В horas. La 


penetración de la futura célula hospedadora es un proceso 
activo y requiere que tanto la riquetsia como la célula estén 
metabólicamente activas. Una vez dentro, la bacteria se mul- 
típlica en el citoplasma у sigue haciéndolo hasta que vir- 
tualmente toda la célula está cargada de parásitos (Figuras 
1229 y 27.3), entonces la célula estalla liberando la progenie 
al medio circundante. La Tabla 12.17 recoge las principales ca- 
racterísticas de cuatro géneros clave de riquetsias. 


Metabolismo y Patogénesis 
Se han dedicado muchos esfuerzos, estudiar las rutas me- 
tabólicas de las riquetsias en un intento de dilucidar el he- 
cho de que sean parásitos intracelulares obligados. Muchas 
riquetsías poseen un metabolismo energético muy distinti- 
vo, en el sentido de que solamente pueden oxidar el ácido 
glutámico o la glutamina, siendo incapaces de utilizar la 
glucosa o ácidos orgánicos. Sin embargo, Coxiella burnetti 
es capaz de utilizar tanto la glucosa сото el piruvato como 
donadores de electrones. Poseen una cadena respiratoria 


[1] 


Riquetsias intracelulares. (а) Rickettsia rickettsi en 
las células de la túnica vaginal del campañol (roedor) de Microtus 
pennsyivanicus. Diámetro de 0,3 um. (b) Micrografía electrónica de Aic- 
kettsia рорйһае en un eritrocito del hospedador, del escarabajo Melo- 
Jontha melolontha. Nótese que la bacteria crece en el interior de la 
vacuota, en la célula del hospedador, 
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completa con citocromo y puedan llevar a cabo la fosfori- 
lación con transporte de electrones a partir de NADH. Son 
también capaces de sintetizar algunas moléculas pequeñas 
necesarias para la síntesis y el crecimiento pero el resto lo 
toman de la célula que parasitan. 

Estas bacterias no sobreviven mucho tiempo fuera del 
hospedador, lo que explica que sean transmitidas de ani- 
mal a animal vehiculizadas por un artrópodo. Cuando el 
insecto obtiene sangre de un vertebrado infectado toma 
también la riquetsia que penetra las células epiteliales del 
tracto gastrointestinal del artrópodo. Allí se multiplican y 
más tarde aparecen en las heces. Cuando el insecto se ali- 
menta de otro animal no infectado, le inocula la riquetsia 
bien directamente con el aparato bucal о bien por las heces 
que deposita en la piel. Sin embargo, el agente causal de la 
fiebre О (Coxiella burnetti) puede transmitirse por vía aérea 
al aparato respiratorio. Esta bacteria es la más resistente de 
las riquetsias al daño físico debido а que es capaz de formar 
una especie de forma de resistencia y así sobrevivir en el 
aire. Rochalimaea crece sobre la superficie de las células euca- 
rióticas en vez de crecer en el interior del citoplasma o del 
núcleo. Rochalimaea quintana es el agente causal de la fiebre 
de las trincheras, una enfermedad que diezmó las tropas 
Че ambos bandos en la Primera Guerra Mundial. Algunas 
de las especies de Ehrlichia causan enfermedades en el hom- 
bre y en otros animales. Dos de ellas las erliquiosis en hu- 
manos y la fiebre de potomac en caballos son afecciones muy 
debilitantes para los que la sufren (vénse Sección 27.3). 


Wolbachia 

El género Wolbachia contiene especies 
bacterias que son parásitos intracelulares de artrópodos (Fi- 
gura 12.30). Está filogenéticamente relacionada con las 
Tiquetsias y puede tener efectos muy severos en los insectos, 


Rickettsia 
R. rickettsii — Fiebre maculosa Chinche 
R prowazekii = Tifus exantemático Piojo 
R. typhi Tifus murino Pulga 
Rochalímaca 
R quintana Fiebre de las trincheras Piojo 
Кашин — Campañol (roedor) 
Corella 
C burnetii Fiebre Q Chinche 
Ehrlichia 
Erliquiosis humana Chinches 
Fiebre de potomac (caballos) animales 
Wolbachia? — Artrópodos 


* Para una discusión sobre la hibridación DNA-DNA, te а Seción 11.9. 
P Todas son Proteobacterias. 


El genoma de este microorganismo se ha secuenciado y contiene similitudes con el de las mitocondrias. 


No es patógeno de humanos ni de animales 


inducción de partenogénesis (desarrollo de hue- 
vas по fertilizados), de la muerte de machos así como de pro- 
cesos de feminización (conversión de machos a hembras). 
Wolbachia pipientis es la especie mejor estudiada del gé- 
nero. Las células colonizan los huevos de insectos (Figura 
1230) donde se multiplican en vacuolas de las células. W. 
pipientís pasa de las hembras infectadas a la progenie a tra- 
vés de sus huevos en una transmisión vertical. La parteno- 
génesis inducida por esta riquetsia se produce en diversas 
especies de avispas. En estos insectos salen machos parte- 
icos con un solo juego de cromosomas de huevos no 
fertilizados, mientras que las hembras surgen de huevos 
fertilizados y contienen, por tanto, dos juegos de cromoso- 
таз. Sin embargo, huevos no fertilizados pero infectados 
соп Wolbachia, dan lugar a hembras diploides, ya que la 
bacteria de alguna manera induce a la replicación cromo- 
somal y surgen así hembras partenogenéticas. Este proce- 
so se trunca si suministramos antibiótico que elimina la 
Wolbachia de las avispas. En ciertas especies de insectos, 
existe una Wolbachia que daña las glándulas productoras 
de hormonas masculinas con lo que solamente nacerán 
hembras, Ел otros insectos, como es en algunos escarabajos 
y mariposas, la infección por Wolbachia mata a los machos 
pero no a las hembras. Además de estas anomalías en los ci- 
clos reproductores, algunas especies de insectos necesitan 
a Wolbachia para su supervivencia. Por ejemplo, en nema- 
todos causantes de elefantiasis y la ceguera fluvial al ser 
tratados con antibióticos antibacterianos destruye los gu- 
sanos porque elimina a la Wolbachia simbionte. 
Como otras riquetsias, W. pipientis tiene un genoma ре 
queño (aproximadamente de 1,5 mB) que ya ha sido secuen- 
ciado. Aunque este género no causa enfermedades directas en 
vertebrados о invertebrados, la interferencia con los ciclos re- 
productores induce a preguntarse si realmente ha interveni- 
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Micrografía de una tinción con 4”, 6-diamidino-2 fe- 
lindo! dihidrocioruro de DAPI, (ивазе Sección 18.3) de los huevos de 
ln avispa Trichogramma Каука infectada con Wolbachia pipientis que 
induce la partenogénesis. Las células de И. Pipientis se localizan pre- 
ferontemento en la zona estrecha del huevo, 


do en el proceso de especiación de los artrópodos. Sin em- 
bargo ya que la asociación de Wolbachia con los insectos es 
fan común puede ser que el efecto sobre los ciclos reproduc- 
lores sea un efecto colateral a una simbiosis verdadera entre 
Wolbachia y el insecto en las que las células de Wolvachia, con- 
siguen una fuente de nutrientes y un entorno protegido y los 
insectos se benefician de alguna forma aun desconocida. 


У 12.13 Revisión de conceptos 


Las riquetsias son parásitos estrictos intracelulares muchas de 
Jas cuales causan enfermedades. Son deficientes en muchas fun- 
iones metabólicas y obtienen metabolitos clave а partir de sus 
hospedadores, 


/ Nombre una enfermedad causada por una especie de 
Rickettsia. 


Y ¿Cuál esel significado de la frase «parásito intracelular es- 
trictos? 


/ ¿Qué efectos puede tener Wolbachia sobre los insectos? 


Espirilos 


Géneros clave 


Spiriltum 
Bdellovibrio 
Campylobacter 


Los espirilos son Proteobacterias Gram negativas, móviles, 
con morfología de espiral que poseen una gran variedad de 
atributos fisiológicos. Algunos de los criterios utilizados 
en su taxonomía incluyen: la forma celular, el tamaño, el 
número de flagelos polares (uno o varios), la relación con 
el oxígeno (aerobios estrictos, microaerófilos y facultati- 
vos), relaciones con las plantas (simbiontes o patógenos) о 
соп los animales (como patógenos), capacidad fermentati- 
va y otras características fisiológicas (fijación de nitróge- 
по, osmotolerancia y naturaleza termofílica). Los géneros 
incluidos en este manual se resumen en la Tabla 12.18. 


Splrillum, Aquaspirillum, Oceanospirillum 

y Azospirillum 

Estos son bacilos incurvados helicoidalmente, móviles por 
flagelos polares (normalmente dos manojos, uno en cada 
extremo) (vénse Figura 12.31). El número de vueltas de la 
hélice puede variar de menos de una vuelta completa (en 
cuyo caso el microorganismo se parece a un vibrio) hasta 
muchas vueltas que se parecen a las espiroquetas (обе Sec- 
ción 1233), pero de las que difiere tanto filogenéticamente 
como por el hecho de no poseer endoflagelos (axostilo) sino 
flagelos normales. 


рейт Beta Diámetro celular 1,7 um; microaerófilos: aguas dulces 3638 

Aquasprilum Alfa o beta Diámetro celular 0.2-15 ат; aerobio; aguas dulces аз 

Magnetospírilum Alfa Mortología vbrioide; diámetro celular 03 ит; contiene 5 
magnetosomas; microserdfilos 

Ocemospiritlum Gamma Diámetro celular 0.3-12 ит; aerobios; marinos (requieren 3% de NaCI) 42-51 

Azospirillum Alla Diámetro celular 1 am; microseróflos; suelo y rizosfera; fija Na 68-70 

Hertaspiriltum Beta Diámetro celular 0,6-0,7 ит; microserófilos; suelo y rizosfera; fja N; 6667 

Campylobacter Epsilon Diámetro celular 02-08 шт; microaerófilos а anaerobio; patógeno 2098 
о comensal en humanos; único flagelo polar 

Helicobacter fpsilon Diámetro celular 05-1 ит. penacho de flagelos polares; asociado зза 
соп úlcera pilórica en humanos. 

ОЛ Delta Diámetro celular 025-04 илт; aerobio; depredador de otras bacterias; 3452 
agelo polar envainado. 

Ауа Ala Diámetro celular 0,5 ит; bacilos curvados formando anillos; inmóvil, 66-69 


aerobio; a veces con vesículas de gas. 


odas son Gram negativas nespiradoras у nunca fermentadoras 
Padas son Proteobacteria 
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[тоге 127 Шаа 
je campo oscuro mostrando penachos de flagelos y gránulos de vo- 
Мїпа polfosfato) Las células poseen unas dimensiones de 1.5 x 2.5 
tm. o) Micrgrala electrónica de Бато de un espinio intestinal No 
tese los penachos de flagelos polares y іа estructura aspiraloda de la 
Superficie celular. (c) Micrografia electrónica de bando de Алсуйобас- 
ter inguale. Diâmetro de 05 ут. 


Algunos de los espirilos son muy grandes y ya fueron 
descritos por los padres de la Microbiología. Es bastante pro- 
bable que Antonie van Leewenhoek describiera Spirillum ha- 
cia 1670 (Sección 1.5); el género fue oficialmente creado por 
el protozoólogo Ehrenberg en 1832. El microorganismo que 
veían hoy lo llamamos Spirillum volulans, que es una bacte- 
ria bastante grande (Figura 12.314). Un organismo fototrófi 
со que se parece a S. volutans es Thiospirillum (véase Figura 
12.48). Spirillum volutans es microaerofílico, requiriendo Os, 
pero siendo inhibido a concentraciones normales del aire 
Otra característica importante de 5. volutans es la formación 
de gránulos de volutina o polifosfatos (véase Figura 12.314 y 
Sección 4.13). 
pirilhum lipoferum es un microorganismo fijador de 
nitrógeno que fue originariamente descrito como Spirillum 
lipoferum por Beijerinck en 1922. Recientemente ha adqui: 
rido una notable notoriedad por su facultad de establecer 
relaciones simbióticas con plantas tropicales y cereales (véase 
Sección 19.28). Los espirilos de diámetro más estrecho (no 
microaerofílicos) se han separado en dos géneros: Aquaspí 
rillum y Oceanospirillum según que sus hábitat primarios 
sean aguas dulces o saladas, respectivamente (Tabla 12.18). 
Se han descrito numerosas especies de ambos géneros se- 
paradas sobre la base de características fisiológicas. Indu: 
dablemente, las especies de estos géneros juegan un papel 
mportante en el reciclamiento de la materia orgánica en 
ambientes acuáticos. 


Espírilos magnetotácticos 

Se han aislado a partir de hábitatss de agua dulce espiri- 
los microserofílicos con capacidad de responder a campos 
magnéticos. Estos organismos muestran un movimiento 
r dirigido hacia un campo magnético, que se 
conoce como magnetotactismo. En un campo magnético 
artificial los espirilos magnéticos rápidamente orientan 
su eje longitudinal a lo largo del eje N-S del campo mag- 
nético. Dentro de las células existen 5-40 partículas de 
magnetita (FeyO,) y ferrita (Fe, se denominan mag- 
netosomas (Sección 4.13 y Figura 4.54 y Figura 12.32) que 
funcionan a modo de brújula orientándoles en un deter- 
minado campo magnético, Las bacterias magnéticas pue- 
den poseer una o dos polaridades dependiendo de la 
orientación de los magnetosomas dentro de las células. 
Las células en el hemisferio Norte poseen el polo detector 
del norte de sus magnetosomas por delante de sus flage- 
los, por lo que siempre se mueven hacia el Norte. Las cé- 
lulas en el hemisferio Sur poseen la polaridad opuesta 
por lo que siempre se mueven hacia el Sur. Aunque la 
función ecológica no está clara, se ha propuesto que esta 
Propiedad es útil y proporciona a estas bacterias ventajas 
selectivas sobre otras para mantener estos organismos mi- 
croaerofílicos en zonas de baja concentración de oxígeno 
en la interfase óxica/anóxica. El espirilo Magnetospirillum' 
magnetotacticum (Figura 12.32 y Tabla 12.18) es el princi- 
pal microorganismo dentro de este grupo. 


Bdellovibrio 


Estos pequeños organismos vibrivides poseen la singu- 
lar característica de parasitar a otras bacterias, utilizando 
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к Micrografla electrónica (unción negativa} de un es- 
 magnetotáctico, Magnetospinilum magnetotacticum. Una célula. 


те 0. x 2 рт. La bacteria contiene partículas de magnetita (F0J 
фе зе denominan magnetosomas (Figura 4.54) dispuestos en cadena: 
Jas particulas alinean la cólula а lo largo de la ineas geomagnáticas. El 
organismo вө aisló de una planta de tratamiento de aguas residuales 
өп Durham, New Hampshire. 


sus nutrientes citoplasmáticos como base de su sustent 
Estos depredadores bacterianos son pequeños, muy пи 

viles que se fijan a sus presas como verdaderas sangui- 

juelas, Adellum en latin. Se ha aislado otras bacterias 

_ depredadoras como es el caso de Vampirococcus. Sin em- 
bargo Bdellovibrio posee un modo exclusivo de ataque, 

desarrollándose además en el espacio periplásmico. Des- 

> pués de la unión de Bdellovibrio a su presa, penetra а 
fravés de la pared celular y se replica en el espacio peri- 

plismico, formando eventualmente una estructura esfé- 

fica que denomina bdeloplasto. Los estadios de unión y 
penetración se muestran en micrografías electrónicas en 
¡Figura 1233 y en forma de diagrama en la Figura 12.34. 


"Las especies de Bdellovibrio pueden atacar una gran va- 
ciedad de bacterias Gram negativas; las Gram positivas 
оп inmunes a estos ataques. 

Bdellovibrio es un aerobio estricto que obtiene su ener- 
йа por la oxidación de aminoácidos y del acetato, Ade- 


mis, asimila nucleótidos, ácidos grasos e incluso en 

casos toman proteínas enteras directamente de su 

presa sin necesidad de romper en aminoácidos o péptidos 

jeviamente. Está bastante claramente establecido, que 

“éste modo de vida depredadora en Bdellovibrio ha ido 
“acompañado en su evolución de procesos bioquímicos di 

ferentes y muy interesantes. A pesar de la predación, se 


han podido aislar cepas de Bdellovibrio que son indepen- 
dientes de la predación y que derivan de cepas predado- 
ras, lo que muestra que la predación no es estricta. Las 
cepas independientes de la predación pueden cultivarse 
еп medios complejos que contienen extracto de levadura y 
peptona 

Filogenéticamente, los bdelovibrios caen dentro de la 
subdivisión delta de Proteobacteria (Figura 121) y contie- 
nen un genoma la mitad del de E.coli. Taxonómicamente se 
reconocen tres especies de Bdellovibrio de acuerdo a resul- 
tados de hibridación DNA:DNA. Además de ser en sí mis- 
mos depredadores, a su vez, pueden ser parasitados 
bacteriófagos o hdelofagos que son casi exclusivamente líti- 
сов con DNA monocatenario (véase Sección 11.9) 

Los miembros de este género están ampliamente distri- 
buidos en suelo y en las aguas, incluyendo las saladas. La 
detección y aislamiento de estas bacterias recuerda a los 
métodos utilizados para el estudio de los virus bacterianos 
(Sección 9.4). Las bacterias presa se esparcen por la super- 
ficie del cultivo para que formen un césped y en la super- 
ficie se inocula una pequeña cantidad de una suspensión de 
suelo, que ha sido previamente filtrado por membranas que 
retienen la mayoría de las bacterias, pero no Bdellovibrio. 
Después de la incubación se desarrollan calvas en el cés- 
рей bacteriano, allá donde se desarrolló una infección por 
Bdellovibrio, calvas que a todos los efectos nos recuerdan а 
las de los fagos. Sin embargo, y al contrario que en el caso 
delos fagos, donde las calvas continúan creciendo si lo hace 
la bacteria hospedadora, en el caso de Adellovibrio la calva 
continúa creciendo con idependencia de la viabilidad de la 
bacteria hospedadora. Los cultivos puros de Bdellovibrio se 
aíslan fácilmente de estas calvas de lisis. Los Bdellovibrio se 
han aíslado de una gran variedad de suelo y puede afir- 
marse que son habitantes habituales de ellos. 


Ancylobacter 

Los miembros del género Ancylobacter tienen forma de ani- 
llo, no móviles, quimicorganotrofos y nutricionalmente 
muy diversos (Figura 12.31). Se parecen a vibrios enrolla- 
dos sobre sí mismos y son comunes en ambientes acuáticos. 
Existe una bacteria muy similar, pero fototrófica, dentro del 
grupo de las bacterias rojas no del azufre: Rhodocyclus pur- 
purcus (véase Figura 12.76). 


Campylobacter y Helicobacter 
Estos dos son representativos de la subdivisión ép- 
silon de las Proteobacterias. Son Gram negativas, móviles y 
la mayoría patógenos para humanos y otros animales. 
Campylobacter y Helicobacter son ambos microaerofílicos y 
deben ser cultivados a partir de muestras clínicas en me- 
dios con baja tensión de oxígeno (3-15%) y alta concentra- 
ción de CO; (3-10%), Las especies de Campylobacter causan 
enteritis aguda que conduce a cuadros sangrantes diarrei- 
cos; la patogénesis es debida a varios productos incluida 
una enterotoxina relacionada con el colerágeno (обаве Sec- 
ción 21.11). Helicobacter pylori está muy relacionado con 
Campylobacter y causa gastritis crónica y aguda, lo дие con- 
исе a úlceras pépticas. Se discuten de una manera más de- 
tallada las enfermedades causadas por Campylobacter y 
Helicobacter en la Sección 29.8 
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Figure 


ЕТ] Estadios de unión y penetración de la presa por Bdelovbro. La свада de Bdellovibrio mide 0.3 um de diámetro, (ab) Microgra- 


баз electrónicas de cortes finos de Bdellovibrio atacando a Escherichia Col (a) Penetración temprana; (>) Penetración completa, Bdellovibrio está 
encerrado en una membrana de la presa (el bdeloplasto) y se replica өп el espacio periplásmico entra la pared y la membrana (убазе Figura 12.34). 


Y 12.14 Revisión de conceptos 


Los espirilos tienen forma de espiral y son procariotas qui- 
mioorganotrofos ampliamente distribuidos en medios acuá 
cos, Los géneros Helicobacter y Campylobacter son patógenos. Los 
espirilos se encuentran en las subdivisiones alfa, beta, gamma, 
delta y épsilon de las Proteobacterias 


/ Qué es un grámulo de volutina? 
Y ¿Qué tienen de particular los espirilos Bdellovibrio y Magne- 


tospirillum? 
Proteobacterias con pos 
rotilus 
Géneros clave 
Sphaerotilus 
Leptothrix 


Las bacterias envainadas son Proteobacterías de la subdi- 
visión beta (Tabla 12.1) con un ciclo de vida único que im- 
plica la elaboración de una forma nadadora dentro de la 
vaina. Bajo ciertas (generalmente desfavorables) condi- 
ciones, la forma nadadora sale fuera siendo dispersada ha- 
cia nuevos ambientes, dejando atrás la vaina vacía. Cuando 
las condiciones son favorables tiene lugar el crecimiento 
dentro del filamento, lo que conduce a la formación de fi- 
lamentos muy largos, literalmente llenos de células. Estas 
bacterias son comunes en aguas dulces con abundante ma- 
teria orgánica como es el caso de arroyos contaminados y 
en diferentes fases de las plantas purificadoras de aguas re- 
siduales (véase Sección 28.2). En aquellos hábitat en los que 
abundan formas reducidas de hierro o manganeso, las vai- 
nas se recubren de hidróxido férrico u óxido de mangane- 
зо (véase Figura 17.29). La precipitación del hierro es 
probablemente debida a reacciones químicas pero algunas 
bacterias envainadas tienen la propiedad bioquímica de 
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Espacio periplásmico 
de la presa 
Penetración 


Cicio celular de la bacteria predadora Bdellovibrio 
bacteriovorus. Después del primer contacto entre el Bdellovibrio movil 
у una bacteria Gram negativa, tiene lugar а penetración. Una vez en el 
espacio periplásmico Bdellovibrio se alarga y en cuatro horas libera la 
progenie. E número de células producidas depende del tamaño de la 
bacteria parasitada. Por ejemplo Е. Сой produce una media de 5-6 cé- 
iuias de Bdellovibrio por bacteria y de 20-30 cuando el hospedador es 
Spírilum. CM, membrana citoplasmática de la presa. 
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xidar el ion manganoso hasta óxido mangánico. Aquí se 
incluyen dos géneros representativos: Sphaerotilus y Lep- 
tathrix, cuyos miembros oxidan Mn?*. 


Sphaerotilus 

El filamento de Sphaervtilus está formado por células baci- 
lares con extremos redondeados rodeados por una vaina 
apretada. Esta vaina fina y transparente es muy difícil de 
ver cuando se encuentra llena de células, pero cuando está 
parcialmente vacía se pueden ver fácilmente con micros- 
Topia de contraste de fases (Figura 12.350) o por tinción. 
Las células en el interior de la vaina se dividen рог fisión 
папа (Figura 12.350) de tal manera, que la nueva célula que 
se localiza en el extremo tiene que sintetizar nuevo material 


| 


е 


Sphaerotlus natans. Anchura celular de 2 an. (a) Me. 
Gopala de contraste de fases de material recogido de un arroyo con- 
minado. Crecimiento activo (ariba) y células nadadoras abandonando 
"уша. (0) Micrografia electrónica (corte fino) de un filamento. (с) Mi- 
litografia electrónica (tinción negativa) de una célula nadadora. Nóte- 
se el penacho de flagelos. 


de la vaina y, por ello, la vaina siempre se forma en los ex- 
tremos de los filamentos. Las células individuales tienen 
2 ит de ancho y 3-8 um de largo y son Gram negativas. 
Las células son liberadas al ambiente cuando las condicio- 
nes son desfavorables. Las células son entonces móviles por 
Парејасібп polar lofotrica (los flagelos están dispuestos en 
un haz en uno de los polos) (Figura 12.35). Probablemen- 
te, los flagelos se sintetizan antes de que las células aban- 
donen la vaina y así facilitan su evacuación. Se cree que la 
forma nadadora pueda migrar unida a algún tipo de so- 
porte o partícula sólida, de modo que al germinar cada cé- 
lula regenera un nuevo filamento. La vaina, que no posee 
ácido murámico u otros componentes de la capa de pépti- 
do glicano de la pared celular, es un complejo de proteína, 
lipido y polisacárido, en cierta manera similar a las cápsu- 
las típicas de muchas Bacteria Gram negativa pero diferen- 
te en el sentido de que es una estructura linear. 

Sphaerotilus es versátil mutricionalmente hablando, ca- 
paz de utilizar una diversidad de compuestos orgánicos 
simples como fuentes de carbono y de energía. El nitróge- 
no lo utilizan en forma inorgánica. Es aerobio estricto, El 
crecimiento más activo de estas bacterias ocurre en el oto- 
ño, en arroyos sin mucha corriente que se llenan de las 
jas caídas recientemente. Los filamentos de Sphaerotilus son 
los componentes fundamentales de lo que los técnicos que 
trabajan en plantas de aguas residuales denominan como 
«hongo de las aguas residuales» у que crece como masa 
viscosa unida a las piedras y rocas de los afluentes de las 
plantas purificadoras. Como fango activado funciona bien 
para la depuración de las aguas residuales (vénse Sección 
28.2) Sphaerotilus crece como lo hace Beggiatoa (véase Sec- 
ción 124) pero un crecimiento desmesurado puede dar lu- 
gar a lo que se conoce como «barros engrosados» lo que 
Ocurre con Beggíatoa, Estos barros engrosados, sedimentan 
mal y por tanto dificultan notablemente el proceso de cla- 
rificación de las aguas. 


La capacidad de Sphacrotilus y de Leptothrix para precipi- 
tar óxidos de hierro en las vainas, está perfectamente de- 
mostrada y son muy frecuentemente detectadas en aguas 
ferrugineas (Figura 12.36). La precipitación ocurre nor- 
malmente cuando el hierro es quelado en ácido húmico o 
tánico; el hierro se queda en las vainas mientras que los 
compuestos orgánicos son metabolizados como fuente de 
carbono y energía por parte de estas bacterias. 

Además de la oxidación del ion ferroso, Leptothrix es ca- 
paz de oxidar Мп?" hasta Mn**. La reacción transcurre de 
1а manera siguiente y libera energía neta: 


Ма?“ 0, + HO — MnO, +2H* AG" = —68k] 


Existen evidencias de que la oxidación de Mn?” está aco- 
pladaa reacciones que proporcionan energía. Se ha aislado 
еп gen que codifica para la proteína que oxida el manga- 
neso a partir de Leptothrix y se ha encontrado que reside en 
la vaina y no dentro de las células. El porqué esta bacteria 
oxida Мп?" no está claro pero se ha hipotetizado con la idea 
de que ello resulta en beneficios energéticos o porque el 
Mn que se produce libera ácidos húmico y fúlvico que 
son nutrientes para crecimiento. 
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еп Una muestra ferromanganésica de un lodazal de Ithaca, Мем York. 
Diâmetro celular de 0,9 рт. Nótense las protuberancias de la cubierta 
celular que contactan con la vaina (fechas). 


ЕХ Ssctería peduncutadas/con 
prostecas y que geman 


Géneros clave 


Hyphomicrobium 
Caulabacter 


Éste es un grupo amplio y heterogéneo de Proteobacterias 
que contiene organismos con varias clases de extrusiones ĉi- 
toplasmáticas: prostecas, hifas o apéndices Tabla 12.19). Pro- 
yecciones de esta índole (con diámetro inferior а la célula 
madre), contienen citoplasma y están rodeadas de pared 
celular y se denominan prostecas (Figura 12.37). Es intere- 
sante destacar que en este grupo de bacterias la división 
tiene lugar debido a un crecimiento celular no balanceado, al 
contrario que en una bacteria normal donde la división es 
por fisión binaria originándose dos células hijas iguales (Fi- 
gura 1238). Aquí, la célula madre retiene su identidad des- 
pués de la división celular. Los géneros de la Tabla 12.19 se 
pueden observar en la Figura 12.38, 

Una diferencia fundamental entre estas bacterias y las 
convencionales no es la formación de yemas o prostecas, 
sino la formación de nuevo material celular a partir de un 
único punto (crecimiento polar) еп lugar de en toda la cé- 
lula (crecimiento intercalar). Algunos géneros que no se 
consideran bacterias gemantes muestran crecimiento polar 
sin diferenciación en el tamaño celular (Figura 12.38). Una 
«consecuencia importante del crecimiento polar es que las 
estructuras internas, tales como los complejos de membra 
nas, no están implicados en los procesos de división celu- 
lar. De esa manera, se permite la formación de estructuras 
internas más complejas que en un crecimiento intercalar, 


TABLA 12.19 


Bacterias con pedúnculos: 
El pedúnculo es una extensión del citoplasma y está implicada 
en la división celular 
Células fusiformes e 
El pedunculo es una proyección celular pero sn citoplasma: 
Células vibriodes, el pedúnculo acumula hierro. 
Pedúnculo gelatinoso y lateral, no deposita hierro 


Bacterias con apéndices (porstecas): 

Prosteca única o doble 

Múltiples prostecas 
Prostecas cortas, fisión múltiple, algunas con vesículas de gas 
Células planas, estrelladas, algunas con vesículas de gas 
Prostecas largas, gemantes, algunas con vesículas de gas 

Bacterias gemantes: 

Fototróficas, producen hifas 

Fototróficas, gemantes sin hifas 

Quimivorganotrofas, bacilares 

Quimivorganotrofos, gemas en los extremos de las hifas 
Hifas únicas partir de células parentales. 
Hifas múltiples a partir de células parentales 


* Todas son Proteobacteria. 


Самое ла 6267 
Prosthecolucter Alta 5460 
Catlionella Beta 55 

Nastia Gamma 60 

Asticoncmlis Alta 5561 
Prosthecomicrobium Alla ыо 
заш Alta 6974 
Ancalomicrabíum Ана л 
Rhadomicrobium Аа 61-63 
Rhodopseudomonas Alfa 6172 
Blastobocter ле 5966 
Hyphomicrobium Alfa эз 
Palomicrobrum Alfa 6267 
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Los productos de división celular son iguales: 
о-— => - <=> oa 


División binaria: bacterias convencionales 


Los productos de división celular son desiguales 
о-о — @О— ي‎ о 


'Gemación simple: Pireta, Blastobacter 


Gemación a partir de hitas: Hyphomicrobium, 
Rhocomicroblum, Pedomicrobium s 


División celular de organismos prostecados: Caulobacter 


о-о D- ØO 
Crecimiento pola sin diferenciación de tamaño oshar 
Ялодорэвидотолаз, Mirobacte, Methyosins 


Tiorencia oniro а visón colar әт una bacia 


Convencional, en una bacteria que gema y өп una bacteria paduncu: 
lada. 


Muchas bacterias que geman, particularmente las especies 
fototróficas, contienen sistemas membranosos internos muy 
desarrollados. 


Bacterias que geman: Hyphomicrobium 

Las dos bacterias que geman mejores estudiadas son Hypho- 
microbium, que es quimioorganotrofo y Rhodomicrobium, que 
es fototrófico; ambos organismos están filogenéticamente 
relacionados y liberan yemas de los extremos de hifas alar- 
gadas. La hifa es una extensión directa de la célula madre 
(Figuras 1239 y 12.400) y los representantes de este género 
poseen pared celular, ribosomas, membranas citoplasmá- 
ticas y, ocasionalmente, DNA. El proceso de reproducción 
еп Hyphomicrobium se ilustra en la Figura 12.39. La célula 


ЕРЕ Bocinas con prostecas. (a) Micrograñía electrónica 


(sombreado metálico) de Asticcacaulis biprosthecum mostrando la lo- 
calización de las prostecas. Ancho de la cêlula de 0,6 рт. Nótense 
también el material para unión a un soporte y la forma nadadora en 
fase de desarrollo. (b) Microgralía electrónica (tinción negativa) de la 
bacteria con prostecas Ancalomicrobium adetum. Las prostecas son 
apéndices celulares pues contienen pared celular y citoplasma y tienen 
чп diámetro de 0.2 ym. (с) Micrografía electrónica de la bacteria estre- 
tada Stella Diámetro de 0,8 ym. 
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El DNA de la cólula 
madre se replica 
de nuevo 


IEEE] Ед де cicio celular de Hyphomicrobium. Su 


Único cromosoma es circular 


madre, que a menudo está anclada a un sustrato sólido, 
germina dando lugar a una proyección fina que se convierte 
еп hifa, formándose una yema en el extremo. Esta yema en- 
grosa, desarrolla un flagelo y se separa de la célula madre. 
Más tarde, esta forma nadadora pierde su flagelo y después 
de un periodo de maduración desarrolla la hifa y la yema 
de nuevo (Figura 12.400). En algunos casos, la yema se ori- 
gina sin necesidad de pasar por un estadio de hifa, mientras 
que en otros casos una única célula forma hifas en cada uno 
delos extremos (Figura 12400) 

Son dignas de mención las etapas que tienen lugar du- 
rante la replicación del nucleoide (Figura 12.39), El DNA 


Hyphomicrobium. (а) Micrografía de contrasto de 
fases. Las células miden unos 0,7 ут de diámetro, (b) ) Micrografía 
electrónica (corte fino) de Hyphomicrobium. La hita mide 0,2 рт de 
Amato 


Jocaizado en la célula madre replica y tan pronto como € 
forma la yema, una copia del DNA se integra en ella, A con- 
tinuación, se desarrolla el septo transversal y la célula se 
separa. 

Hyphomicrobium es una bacteria metilotrófica (véase Sec- 
ción 126). Las fuentes de carbono que mejor utilizan sont 
metanol, metilamina, formaldehído y formato. El creci- 
miento sobre acetato, etanol o compuestos alifáticos de ca- 
dena más larga, azúcares o aminoácidos es muy pobre. La 
urea, amidas, nitrato у nitrito pueden utilizarse como fuen- 
tes de nitrógeno. Hyphomicrobium está ampliamente distri 
buido en aguas dulces, marinas y en suelos, El cultivo de 
enriquecimiento inicial puede efectuarse sobre medios in- 
orgánicos que carezcan de fuente de carbono. Des- 
pués de algunas semanas de incubación, se siembra en 
placa en medio con metilamina el material del film de su- 
perficie. Se comprueban microscópicamente las colonias 
que se desarrollan observando la morfología típica de 
Hyphomicrobium. Un enriquecimiento específico para este 
grupo de bacterias incluye metanol como donador de elec- 
trones y nitrato como aceptor en condiciones anóxicas; el 
único organismo desnitrificante en presencia de metanol 
es Hyphomicrobium. 


Bacterias con prostecas 

Estas bacterias son quimioorganotrofos aerobios (Figuras 
1237 y 1241) que se fijan a pequeñas partículas, material de 
plantas o, incluso, a otras bacterias en medios acuáticos. 
Aunque la función principal de estos apéndices es la fija- 
ción, también sirven para incrementar sustancialmente la 
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Bacterias pedunculadas. (а) Una roseta de Gavio- 

Diámetro celular de 0.5 ym. Las 5 células están unidas por sus 
оносон. Dos de las células зе han dividido y las cólulas hijas han 
desolado Падеіоз (о. с) Micrografa electronica de Caulobacter.() 
1сп negativa de una cólla өп división. (c) Cortes finos. Nótese que 
Inrogiónprostecada contiene material celular 


relación superficie /volumen (recuérdese el Capítulo 4) que 


“no relación alta confiere a pequeñas células, como las bac- 
ferias, una gran capacidad de tomar nutrientes y excretar 
juctos de desecho. La morfología poco habitual de es- 
“las bacterias (Figura 12.37) lleva este concepto ûna situa- 
ión extrema y puede significar la adaptación a condiciones 
particularmente olígotrofas de las aguas que normalmente 
Ынал. El aislamiento selectivo de estas bacterias puede 
conseguirse mezclando un inóculo con una solución nutri- 
fiva muy diluida, como por ejemplo 0,01% de peptona. Al 
de unos dias, se desarrolla un film sobre la superficie 

"que contiene estas bacterias. 
"Окта función de la prosteca puede ser la de disminuir 
la tasa de sedimentación en medios acuáticos, Se ha de- 
trado que la centrifugación de células prostecadas, en 
laboratorio, requiere mayor fuerza centrífuga que las no 
tecadas. Esta tendencia inherente a flotar es debida, 
iblemente, a la prosteca y su posesión puede significar 
ventaja ecológica, Debido a que estos organismos son 
ios estrictos, la prosteca puede impedir su hundi- 
Чо hacia zonas anóxicas de sus hábitat respectivos don- 

serían incapaces de respirar. 


Caulobacter y Gallionella 

Dos bacterias muy representativas de este grupo son Caii- 
lobacter (Figura 12.41) y Gallionella (Figura 12.43). El prime- 
ro es un quimioorganotrofo que produce una prosteca 
rellena de citoplasma, mientras que el segundo es un qui- 
miolitotrofo oxidante de hierro, cuya prosteca está com- 
puesta de hidróxido férrico. Caulobacter suele encontrarse en 
la superficie de objetos unidas a varias células por su pros- 
teca formando estructuras en roseta típicas (Figura 12.414). 
Al final de la prosteca hay una especie de ventosa о estruc- 
tura de adherencia (holdfast) que es utilizada para la fijación 
a las superficies. 

El ciclo de división celular de Caulobacter (Figura 12.42) 
es de especial interés, en tanto en cuanto implica procesos 
de división binaria asimétrica y se ha estudiado mucho 
para llegar a entender su división y control de desarrollo ce- 
lular. La división de una célula prostecada ocurre median- 
te elongación celular seguida de una fisión; en el extremo 
y opuesto a la prosteca, se desarrolla un flagelo, La forma 
fagelada polar у nadadora se separa de la célula madre y 
se fija a un nuevo soporte, previa perdida del flagelo y sín- 
tesis de una nueva prosteca (Figura 12.42). Por tanto la 
prostecación es un proceso precursor de la división celular 
y está coordinada con la síntesis de DNA (Figura 12.42), El 
ciclo de división celular en Caulobacter es, por todo lo ex- 
puesto, más complejo que en bacterias de división binaria 
simple. 

Otro microorganismo interesante de este grupo ев Go- 
Ilionella que origina apéndices retorcidos de hidróxido fé 
rrico (Figura 12.43). Sin embargo, estas estructuras no son 
parte integral de la célula, sino que son excretadas a partir 
de la superficie celular, Contiene una matriz orgánica en la 
que se acumula el hidróxido férrico. Gallionella se aísla fre- 
cuentemente en arroyos ferrugíneos o en hábitat en los que 
abunda ‚ por lo general, acompañando a Sphae- 
rotilus. Gallionella es un quimiolitotrofo autotrófico y con- 
tiene las enzimas del ciclo de Calvin (véase Sección 17.6), 
por el que el CO, es incorporado en material celular uti 
zando el ion ferroso como donador de electrones. 


a Elongación del tallo ae 


= Sintesis do DNA an 


Pérdida — Iniciación oii | y 

de flagelo de síntesis 

y pelos — de DNA 
Forma n talo сама 
nadadora Ег alargado _pre-divisignal 
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ШИШЕ ЕН озо del cicio celular de Caulobacter comen- 


zando con una célula nadadora, 
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a) 


ШШЕ] Coonen forruginos. (a) Micrografa de células als 
ladas de un efluente férrico cerca de Ithaca, Мен York. Nótese las tor- 
таз entrelazadas que llevan hasta la célula arriñonada (Hecha). (0) 
Mtcrografía electrónica (corte fino). Diámetro celular-d0,6 ym. Nô- 
tense los apéndices de hidróxido férrico que emanan del centro de las. 
Células en ambas fotografías. 


ЖУ 12.15-12.16 Revisión de conceptos 


Las bacterias envainadas son Proteobacterias filamentosas en 
las que las células individuales forman cadenas dentro de una 
vaina. Las bacterias gemantes y prostecadas utilizan los apén- 
dices para fijarse a sustratos о para la absorción de nutrientes у 
son fundamentalmente acuáticos. 


+ Fisiológicamente, ¿qué es único de la bacteria Leptothrix? 
4 ¿En qué difiere la gemación de la división binaria? 


/ ¿Qué ventaja puede tener un organismo prostecado en un 
ambiente pobre en nutrientes? 


Géneros clave 


Myxococcus 
Stigmatella 


Existe un grupo de procariotas que tienen una forma de 
movilidad por deslizamiento. En la Sección 4.11 ya se dis- 
cutió este proceso. Las bacterias deslizantes son gener: 
mente bacilos largos o filamentos, carecen de flagelos, 
pero son capaces de moverse al contactar con superficies 
sólidas. Un grupo de estas bacterias —las mixobacterias 
fructificantes o fruticosas— posee la interesante propie- 
dad de formar estructuras multicelulares que denomina- 
mos cuerpos fructíferos y de poseer un ciclo celular 
complejo que implica comunicación intercelular (véase 
Figura 1247). Filogenéticamente, las mixobacterias fruti- 
cosas son miembros de la subdivisión delta de las Prote- 
obacterias (Tabla 12.20). 

Poseen los modelos de comportamiento y ciclos de 
vida más complejos del mundo procariótico, Por ello, su 
cromosoma es más grande de lo normal. Myxococcus xan- 
thus, por ejemplo, posee un cromosoma circular de 9500 
kilopares de bases, o lo que es lo mismo, dos veces del E. 
coli (véase Sección 10.12); de hecho, son dos tercios del de 
Saccharomyces cerevisiae cuyo genomio está disperso en 
16 cromosomas (véase Sección 14.6). Las células vegetati- 

as de las mixobacterias fruticosas son simples bacilos 
Gram negativos no flagelados (Figura 12.44) que se des- 
plazan por superficies y obtienen su sustento de lisar 
otras bacterias. En condiciones apropiadas, las formas 
móviles se agregan para formar cuerpos fructíferos, dentro 
de los cuales algunas células se diferencian y convierten 
еп formas de resistencia denominadas mixosporas (Figu- 
ra 12.440), 

Los cuerpos fructificantes de las mixobacterias varían 
desde simples formas globosas, formadas por mixosporas 
mantenidas unidas por una capa mucilaginosa, hasta for- 
mas más diferenciadas con un pedúnculo y pared del 
cuerpo fructífero (Figura 12.45). A menudo son coloreadas 
(Figuras 1245 y 12.46) y se pueden ver con una simple 
lupa creciendo a expensas de material vegetal en des- 
composición. Frecuentemente, se desarrollan en deposi- 
ciones de animales, como por ejemplo de los conejos, 
después de ser incubado durante unos días en cámara 
húmeda, Otra forma de aislarlas es preparando placas де 
Petri con agar al 1,5% en agua, sin más nutrientes у enci- 
ma se deposita una suspensión densa de cualquier bac- 
teria, En el centro se deposita un trozo de corteza de árbol 
en descomposición. Las mixobacterias presentes lisan la 
bacteria que se puso y utilizan el material intracelular 
como nutriente; a medida que crecen, van reptando a tra- 
vés de la placa, Después de algunos días, о una semana, 
se pueden ver los cuerpos fructíferos, Basta ahora tomar 
las mixosporas para así obtener un cultivo puro de mi- 
xobacterias. Muchas mixobacterias se pueden crecer en 
el laboratorio en medios, con peptona o casitona, que les 
proporciona aminoácidos y pequeños péptidos que re- 
quieren para crecer. Estos microorganismos son aerobios 
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TABLA 12.20 к 


Células vegetativa fusiformes: 


sin esporangios bien definidos o tallos 
Mixosporas bacilares: 


Mixosporas embebidas en cubierta mucosa: 
Cuerpos fructíferos sin tallos 
Cuerpos fructferos con tallos; esporangios únicos. 
Cuerpos tructiteros con tallos; esporangios múltiples 
Cuerpos fructíferos de color marrón oscuro que contienen esporangios 
esféricos en forma de disco con una pared externa 


a células vegetativas; siempre hay esporangios: 
Cuerpos fructíferos sin tallos; 
Cuerpos fructíferos sin tallos; 
Cuerpos fructíferas sin tallos; 
Cuerpos fructíferos con tallo 


imixospotas bacilares 
mixosporas ovales: muy 


mixosporas cocuides. 


Үк 


lípicos con 
ocrómico. 


iclo del ácido cítrico completo y sistema ci- 


Ciclo celular de una mixobacteria fructificante 
Elciclo de vida de una mixobacteria fruticosa típica se pue- 
de observar еп la Figura 12.47. La célula vegetativa excre- 
a moco y a medida que se mueve por una superficie sólida 
deja un rastro de esta sustancia tras de sí (Figura 12484). 
Ейа pista es utilizada por otras células que vienen detrás de 
modo que pronto se reconoce un modelo de pistas irra- 
diando de un punto (Figura 12.485). El cuerpo fructífero 
formado (Figuras 12.45 y 12.46) es una estructura comple 
Ja, originado por la diferenciación de células que originan 
ао y la cabeza portadora de las mixosporas. 

La formación del cuerpo fructífero no ocurre si existen 
"nutrientes para el crecimiento vegetativo, pero al acabarse 


Mixosporas esféricas u ovales, cuerpos fructferos normalmente blandos y resbaladizos 


Las mixosporas no están incluidas en esporangios y cuerpos fructíferos sin tallos 


Células vegetativas no fusiformes con extremos redondeados; las mixosporas se parecen 


Mynococcus вл 
Archangium 67-68 
Cystobacter “ 
Melitangium 

Stigmatella вө 
Angiococcus e 
Polyengium o 
Sorang y 
Макух 7072 
Chondromyces өл 


las especies examinadas pertenecen ala ауе delta de Говест (оле Tabla 12 1) 


éstos, comienza el proceso fructificante. Las células se agre- 
gan, presumiblemente a través de un proceso quimiotácti- 
co, y las células se dirigen unas hacia otras formando 
montones (Figura 1249); de forma que un único cuerpo fruc- 
tifero puede tener 10° células, o incluso más, A medida que 
aumenta el tamaño del montón celular, comienza la dife 
renciación del futuro tallo y cabeza (Figura 1249b y c). La Fi 
gura 1249d ilustra claramente la diferenciación de un cuerpo 
fructífero en tallo y cabeza, El tallo se compone fundamen- 
talmente de moco que puede atrapar unas pocas células, La 
mayoría están en la cabeza y se diferencian hasta mixosporas 
(Figuras 1244-1247). En algunos géneros, las mixosporas es- 
tán encerradas en estructuras grandes llamados cistos, Com- 
paradas con las células vegetativas, las mixosporas son más 
resistentes a la radiación ultravioleta, la temperatura (muy 
inferior a una endospora típica), la desecación y los ultraso- 


(a) Micrografia electrónica (corte ino) de una обла vegetativa de Myxococcus xanthus. Diámetro celular de 0,75 рт (b) Mixospora 
| еМ. Xanthus mostrando la pared externa en multicapas. Las mixosporas miden aproxidamente 2 рт de diámetro. 
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Stigmatella aurantiaca. (а) Cuerpo tructifero aislado. 
ura tiene 150 рт de айо. (b) Micrografia electrónica de ba- 
trido de un cuerpo fructífero sobre un pedazo de madera. Nótense las. 
cêlulas individuales visibles en la estructura. 


Formación del 
RELER fructifera" 


ameca e) 


pmixosporas, 
Apiñamiento Cuerpo 
de células fructitero 


Мкоѕрогаз @ 


— e 


Diáspora y quimica 


کنا 


To biológico de Myxococcus anios, Га agrega 
ón mrve para agrupar las cêlulas vegetativa para la formación de uy 
cuerpo нчен Las células vegetativas sufren un proceso тотор 
ético hasta dar lugar a células де resistencia о mixosporas, Esa 
Cuando ias condiciones son favores, erminan pa dar de nuovo ш 
cas vegatatas. Las céus vegetativa pueden convertirse direct 
mente en misosporas sin la formación previa де os cuerpos frutas 
bao la acción de ciertos compuestos quimicos (aitas concentraciones 
де сео, Véanse ls totografias delos cuerpos hucteros de Мук 
occus en las Figuras 12.45 y 1246. 


Germinaci 


nidos. Parece que la principal función es la de resistir la dê 
secación en periodos secos de los hábitat respectivos. En con- 
diciones favorables, las mixosporas germinan por un punto 


concreto de la cubierta, emergiendo un bacilo tipico. 


i 
і 
в e е 
ШЇШЕЕЕ] Cuerpos tructeros de cuatro especies de mixobactenas. (a) Myxococcus fulvus (125 um de alto). (Б) Myxococcus stipitatus (170 


im de alto). (с) Melitangium erectum (50 pm de año). (d) Chondromyces crocatus (560 рт de айо). 


12.18 ® PROTEOBACTERIA! 


EDUCTORAS DEL SULFATO Y DEL AZUFRE = 395 


e 


ШИИ o cogat de wra caloria mowi E Pn do A 
Metro) de Myxococcus xanthus sobre agar. (0) Células de M. fulvus en 
lS scivo де dosizaionto. Nótansa las sendas dejadas sobra la mu 
eric dol ади. Diámetro celular 0.8 um. 


Las mixobacterias poseen casi siempre color amarillo de- 
lo alos pigmentos carotenoídicos (ase Figuras 12.450 y 
1246). La formación de los pigmentos es favorecida por la 
luz y, al menos, una de las funciones es la de fotoprotección. 
Ya que en la naturaleza las mixobacterias forman cuerpos 
Iructíferos en presencia de luz, esta función parece lógica. En 
@ género Stigmatella (Figura 12.45), la luz favorece el des- 
arrollo de los cuerpos fructificantes y cataliza la formación 
Че una feromona lipídica denominada 2,5.3-trimetil-8-hi- 
¡droxizmonano-4-ona, responsable de iniciar el proceso de 


@ 


agregación. Las mixobacterías fruticosas se clasifican pri- 
mariamente sobre la base de su morfología utilizando ca- 
racterísticas de las células vegetativas, de las míxosporas y 
de la estructura del cuerpo fructífero (Tabla 12.20). 


/ 12: 


Revisión de conceptos 


Las mixobacterías fruticosas son bacilos con movilidad desli- 

zante que se agregan para formar masas complejas celulares de- 
nominadas cuerpos fructíferos. Son bacterias quimioorganotrofas 
del suelo que viven de consumir materia orgánica en descom: 

posición o de otras bacterias, 


4 ¿Qué dispara la formación de cuerpos fructíferos en las mi: 
xobacterias? 


/ ¿Quées 
pora? 
/ LA qué grupo filogenético репе 


mixospora y cómo se compara con una endos- 


ecen las mixobacterias? 


Proteobacterias reductoras 
to y del azufre 
Géneros clave 
Desulfovibrio 
Desulfobacter 
Desulfuromonas 


Tanto el sulfato (SO) como el azufre (S°) funcionan como 
aceptores de electrones bajo condiciones anóxicas en un gran 
grupo de Proteobacterias que utilizan compuestos orgáni 
cos Н; como donadores de electrones; el ácido sulfídrico 
(HS) es el producto final de la reducción del SO," y del 5” 
Más de 20 géneros, que colectivamente se conocen como las 
reductoras desasimilatorias de sulfato o azufre, están bien 
caracterizados y se recogen en la Tabla 12.21. Los géneros en 
el Grupo І, tales como Desulfoibrio (Figura 12.504), Desulfo- 
monas, Desulfotomaculum y Desulfolobus (Figura 12.50), uti 
lizan lactato, piruvato, etanol o ciertos ácidos grasos como 
donadores de electrones, reduciendo asi el sulfato hasta sul 
furo. Los géneros en el Grupo П, tales como Desulfobacter (Fi 


ШШ vico ata осоо ds barida de la formación de cupos huciers de Chondonytes crocats. (aj Estadio Wea mos" 

grogación сша: 0) Fase inicial de la formación ди pecnculo о soporte. La formación de moco өп ei extremo no ha comenzado lo. 
Чама de modo que aun se ven las células individualizadas. (с) Tres fases en la formación de la cabeza. Nótese que el grosor del pedúnculo. 
Шок aumenta.) Cuerpos Fuctferos maduros. La айыга totai es de unos 00 уп. (базе Ра 12.40) 
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Grupo 1, reductores de sulfato: no oxidan acetato 


Desulfovibrio Flagelación polar, bacilos curvos, no esporulados; Gram negativo, contiene desulfovindina; вы 
doce especies de las cuales una єз termofiica 

Drsulfomicrobium Bacilos móviles no esporulados; Gram negativos, no poseen desulfoviridina; tres especies s257 

Desulfotarulus Vibri: Gram negativos; móviles; no poseen desullovindina; una especie ES 

Delfos Bacilos móviles especializado en la degradación del gliclato y del gionalato 5 

Desulfotomacilum Bacilos rectos о curvos; móviles por flagelo peritricos; Gram negativos; 3746 


desulfoviridina ausente; produce endosporas; cuatro especies, una es termofilica y otra 
es capaz de utilizar acetato como fuente de energía 


Desulfomonile Bacilos capaces de reducir el Florubenzanto a benzoato „ 
(обе Sección 1718) 

ГА Células ovales о cocoides, marinas; pueden oxidar varios compuestos aromático incluyendo 4 
«tolueno hasta СОу una especie 

Анла Arques termêfila, temperatura óptima de 3C, contiene coenzimas únicas de las ae 


metanobacterias; genera pequeñas cantidades de metano; utiliza como donadores de electrones 
арра Jem y piruvat; Los aiia da chet BO 
5,053,050, dos especies (оба Sección 137) 

емін Ovoide o forma de limón, sin esporas y Gram negativas; desulfoviridina ausente; cuando son 
móviles е desplazan mediante un flagelo polar único, utiliza propionato como donador de 
electrones siendo el acetato y el + CO, los productos finales: tres especies 


Desulforhvpalus Curvados con vesículas de gas, psicróflos, utiliza propionato, lactato o alcoholes como donadores 48 
de electrones 
Thermodesulfolucterium Bacilos pequeños Gram negativos; desulfoviridina presente; termofilicos; crecimiento óptimo a м 


ТОРС, es un miembro de Bacteria pero contiene lípidos con enlaces éter (tase Sección 1236) 

Grupo Ц, reductores de sulfato: oxidan acetato 

Desulfotucier Bacilos Gram negativos no esporulados: sin desulfoviridia;s se mueven se desplazan mediante — 4546 
un flagelo polar único; utiliza el acetato como donador de electrones y lo oxida hasta CO; a 
través del ácido citrico. Cuatro especies 


Desulfobacterium Bacilos, algunos con vesículas de gas, marinas, capaces de crecimiento autotrófico vía 41-50 
acetil-CoA. Tres especies. 

Оешкан Células esféricas; inmóviles; Gram negativas; desulfoviridina presente; по esporulado; utiliza СА 
desde Су hasta С. como donadores de electrones con oxidación completa hasta CO; 


apaces Че crecimiento autotrófic através de la ruta de acetil-CoA; dos especies 
Duhem Bactena deslizante de filamentos largos: Gram positivas no esporuladas: con o sin 3542 
esulfoviridina; utiliza desde С; hasta C ácidos grasos) como donadores de electrones 
y los oxidan por completo hasta CO»; capaces de realizar crcimiento autotrófio a través de 
la ruta се acetiLCoA (H; como donador de electrones) dos species 
Desulfosarcina Células en paquetes cúbicos (agrupación sarcina); Gram negativos sin esporas; desulfoviridina я 
“sente utiliza ácidos grasos Cz hasta Су, como domadores de electrones con oxidación completa 
hasta CO capaces de crecimiento autotrófico a través de la ruta de acetil-CoA (Hz como donador 
de electrones); una especie 


ТТА Vibrios; Gram negativos, móviles desulfoviridina ausente; utilizan ácidos grasos Су hasta Cı в 
como donadores dé electrones. 

ашайт Células cocoides u ovales; Gram negativas; nutricionalmente muy diversos; utilizan ácidos grasos — 64 
Су hasta Су con oxidación completa hasta CO; capaces de crecimiento autotrófio, termôfilo 

Desutforhabdus Bacilo no esporulado; Gram negativas inmóviles; utiliza ácidos grasos con oxidación completa s 
hasta СО; 

Thermodesulforhubdus Bacilos móviles Gram negativos: termóñils; usan ácidas grasos de hasta Ciy s 

Reductores de azufre por desasimilación 

Desulfuromonas Bacilos rectos, flagelo único lateral; no esporulado; Gram negativo; no reduce el sulfato; 5065 


el acetato, succinato, etanol o propanol pueden ser utilizados como donadores de clectrones; 
anaerobio estricto; cuatro especies delas cuales al menos una ез capaz de metabolizar 
el tricioroetileno (ойве Sección 17.18) 


Desulfurella Bacilos cortos móviles; Gram negativos; requieren acetato y son termofdicos з 
Sulfuropirium Pequeños vibrios, reducen $ con el Н. о el formato como donadores de electrones = 
Campylobacter Bacilos vibrioides curvados; con flagelos polares; Gram negativos no esporulados; incapaces de 4042 


reducir sulfato pero pueden reducir anacróbicamente azufre, sulfito, tiosulfato, nitrato o 
fumarato, а la vez que utilizan el acetato o una gran diversidad de compuestos carbonados 
сото donadores de electrones; son serbios facultativos. 


* Filogenetcamente, a mayoría dela bactenas muctoras de azufre son de a subdivisión delta de Proteobactena. 
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pura 12.501), Desulfococcus, Desulfosarcina (Figura 1250e) y 
Desulfonema (Figura 12.506), se han especializado en la oxi- 
dación de ácidos orgánicos, particularmente el acetato, re- 
duciendo sulfato a sulfuro. Las bacterias reductoras de 
sulfato son anaerobios estrictos y para cultivarlas se tienen 
que emplear técnicas estrictamente anóxicas. Se encuentran 
ampliamente distribuidas en ambientes acuáticos y terrestres 
que se vuelven anóxicos debido a procesos microbianos de 
descomposición. El género mejor estudiado es Desulfovibrio 
(Figura 12.500), que es común en hábitat acuáticos o en sue- 
los encharcados con abundante materia orgánica y suf 
cientes niveles de sulfato. — Desulfotomaculun 
Mlogenéticamente un miembro de las Bacteria Gram positi- 
vas, son bacilos formadores de endosporas que se encuen- 
iran principalmente en el suelo. El crecimiento y la reducción 
del sulfato por parte de Desulfotomaculum en determinados 
productos enlatados dan lugar a alteraciones típicas con olor 


ШЕ +» э сонкы de ases de ld bocinas 


noresentantes reductoras da sullato y ( reductoras de azure. (a) Des- 
desulfuricans: diámetro celular de 0,7 pm. (b) Desuifonema 
г diámetro celular de 3 um. (с) Desulfobulbus propionicus; 
саша де 1,2 um. (d) Desulfobacter postgater; diámetro ce- 
Ме ае 15 um. (e) desulfosarcina variabilis (microscopía de interferen- 
al: diámetro celular de 1,25 ym. () Desulfuramonas acetoxidans, 
celular де 0.5 um. 


a ácido sulfidrico. El resto de las bacterias reductoras de sul- 
fato son indígenas de ambientes acuáticos, tanto dulce, como 
salados y ocasionalmente se les puede aislar del intestino de 
los mamiferos. 


Reducción de azufre 

Los reductores de azufre vía desasimilación, transforman 
el azufre elemental hasta ácido sulfídrico pero son inca- 
paces de reducir el sulfato hasta sulfuros. Miembros del 
género Desulfuromonas (Figura 12.50/) pueden crecer anae- 
róbicamente, acoplando la oxidación del sustrato tal como 
acetato o etanol a la reducción del azufre elemental, hasta 
sulfuro. Sin embargo, esta propiedad, así como la de re- 
ducción de otros compuestos como el tiosulfato, sulfito © 
dimetilsulfóxido (DMSO), es una propiedad extendida en 
un grupo de quimicorganotrofos, generalmente anaeto= 
bios facultativos (por ejemplo, Proteus, Campylobacter, Pseu- 
domonas y Salmonella). Desulfuromonas difiere de este último 
género en que es completamente anaerobio y utiliza solo el 
azufre como aceptor de electrones (véase Tabla 12.21). Bac- 
terias como Desulfuromonas se aíslan a partir de los mis- 
mos hál ıe las bacterias reductoras de sulfato y, 
ocasionalmente, forman asociaciones con bacterias que oxi- 
Чап el Н;5 hasta 5°, como son las bacterias verdes del azu- 
fre (véase Sección 12.33). El azufre producido se redu 
hasta H;S durante el metabolismo de las reductoras de али. 
fre, completando así un ciclo anaeróbico del azufre (обаве 
Secció 19.13) 


Fisiología de las bacterias reductoras 
de sulfato 

rango de donadores de electrones utilizados por las bac- 
terias reductoras de sulfato es bastante amplio, El H lac- 
tato y el piruvato son utilizados casi universalmente y 
muchas de las especies del Grupo T utilizan malato, sulfo- 
natos y ciertos alcoholes primarios (por ejemplo metanol, 
etanol, propanol y butanol). Algunas estirpes de Desulfoto- 
maculum utilizan glucosa, pero esto es bastante raro entre 
los reductores de sulfato, El grupo 1 de las bacterias reduc- 
toras de sulfato oxidan su fuente de energía hasta acetato y, 
entonces, lo excretan como producto final, El Grupo I di- 
бете del 1 en que son capaces de oxidar lactato, succinato e 
incluso el benzoato hasta СО», Desulfosarcína, Desulfonema, 
Desulfococcus, Desulfobacterium, Desulfotomaculum y ciertas 
especies de Desulfovibrio son únicas entre las reductoras de 
sulfato, en el sentido de que pueden crecer quimiolitotró! 
camente y autotróficamente utilizando el H; como dona- 
dor de electrones, el sulfato como aceptor de electrones y el 
СО, como fuente de carbono, 

Además de utilizar el sulfato como aceptor de electro- 
nes, muchas de las bacterias reductoras de sulfato pueden 
crecer utilizando nitrato (NO; ) como aceptor de electro 
nes, reduciendo el NO, a amoníaco, o sulfonatos tales 
como el isotionato (HO—CH¿—CH,—SO;) a azufre ele- 
mental (S?) que son reducidos hasta ácido sulfídrico (HS), 
о incluso, pueden utilizar ciertos compuestos orgánicos 
para la generación de energía, vía fermentación, en au- 
sencia de aceptores de electrones terminales. El compues- 
to fermentable más usual es el piruvato que es convertido 
hasta acetato y СО, vía reacción fosforoclástica (oénse Fi 
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gura 17.51). Además y aunque se pensó durante mucho 
tiempo que eran anaerobios estrictos, algunos aislados co- 
existen con cianobacterias y su resistencia al oxígeno es 
notable y, de hecho, son capaces de respirar, actuando el 
oxigeno como aceptor de electrones, Sin embargo, la res- 
piración aeróbica no propicia el crecimiento y probable- 
mente es un medio de quitar el oxígeno en ambientes que, 
excepto por el oxígeno, sería bueno para 


Aislamiento 
El enriquecimiento de Desulfovibrio es relativamente fácil 
еп medio anóxico lactato/sulfato que contenga ion ferroso. 
Se añade también un agente reductor como tioglicolato o as- 
corbato para bajar el Ej, Cuando se origina ácido sulfidri- 
со a partir del sulfato, éste se combina con el ion ferroso 
para dar lugar al precipitado negro de sulfuro de hierro, 
Este ennegrecimiento indica no solamente la reducción de 
sulfato y formación de sulfídrico sino que, al originarse el 
sulfuro de hierro, se destoxifica el ácido sulfídrico lo que 
permite el crecimiento celular con mayor rendimiento, Des- 
pués del crecimiento inicial se aíslan las bacterias bien por 
cultivo anaerobio en tubos giratorios o en placas de Petri en 
cámaras especiales para anaerobíos (Sección 18.1 y Figura 
18.30), Por otra parte, también se pueden utilizar tubos de 
agar fundido para el aislamiento. En el método del tubo de 
agar fundido, una pequeña cantidad de líquido del enrique- 
cimiento original se añade a un tubo con medio de cultivo 
y agar fundido, se mezcla y secuencialmente se diluye en 
una serie de tuvos de agar fundido (оёапѕе Sección 18.1 y Fi- 
gura 18,39). Después de la solidificación las células indivi- 
duales se distribuyen a lo largo del agar formando colonias 
negras que pueden aislarse asépticamente y todo el proce- 
зо se repite hasta que se obtienen cultivos axénicos (puros). 


/ 12.18 Revisión de conceptos 


Las bacterias reductoras de sulfato y de azufre son un gran gru- 
po de Proteobacterias de la división delta que se hayan unifica- 


Мтне - *Tótradas, racimos. 
Staphylococcus - Parejas, racimos 
Stomatocovcus - Racimos, parejas. + 
Planococcus . Parejas, tétradas - 
Затта - Paquetes cúbicos. + 
деВо más células 
ОООО Parejas, cadenas + 
Peplocoecus - Racimos, parejas + 
Peptostreptocuccus  – Racimos, cadenas. + 
cortas 


das рог los procesos fisiológicos que implica la reducción de 

50Ї oS’ elemental hasta ácido sulfídrico en condiciones anae- 

róbicas. Se conocen dos subgrupos fisiológicos: el Grupo 1 que 

ез incapaz de oxidar el acetato hasta anhídrido carbónico y el 

Grupo Il que sî lo hace. 

+ ¿Quésustrato orgánico se utilizaria para enriquecer y aislar 
el grupo! de bacterias sulfato-reductoras? 

4. En el caso de las bacterias reductoras de sulfato que ade- 
mås son quimiolitotrofas y autótrofas: (1) ¿Cuál es el dona- 
dor de electrones”, (2) ¿Cuál es el aceptor de electrones? y 
(3) ¿Cuál es la fuente de carbono? 


y ¿Enqué difiere, fisiológicamente hablando, Desulfuromonas 
Че Desulfovibrio? 


ПІ PHYLUM 2: BACTERIA GRAM 
POSITIVAS 


Staphylococcus 
Micrococcus 
Streptococcus 
Lactobacillus 


Como se ha mencionado en la introducción de este capi- 
tulo, las Bacteria Gram positivas se dividen en dos grandes 
subdivisiones filogenéticas: las de bajo contenido en GC 
y las de alto. En esta sección se consideran los géneros 
Staphylococcus, Sarcina y Micrococcus, por su parecido mor- 


ыз лосс Acrobio estricto 
30 Восс Único género en este 
grupo con ácidos teicoicos 
Seso Actinoacieias — Único género con cápsula 
зл юс Marino. 
2831 Bajo GC Muy ácido tolerante, 
Celulosa еп pared celular 
w Bacc петоро estricto 
"штеп с intestino grueso 
Че animales 
юз Mpt Аластоо estricto; fermenta 
peplona pero no azúcares 
эз њесс Anaerobio estricto; 


fermentan peptona, Piel. In- 
testino. Vagina. Vaginosis 


Todas son miembros de Bacteria Gram positivas (Figura 121), exceptuando Status 


TERIA GRAM POSITIVAS NO 


fológico aunque en sentido estricto el último pertenece a 
los de «alto contenido en GC», junto con las bacterias ba- 
cilares lácticas у no esporuladas más típicas. En la Tabla 
1222, ogen las características básicas de estos géne- 


ros. 


Staphylococcus y Micrococcus 

Staphylococcus (Figura 12.51) y Micrococcus son ambos ae- 
тобо», con metabolismo respiratorio típico. Son са 
positivo, lo que permite diferenciarlos de las especies del 
género Streptococcus y otros géneros de cocos Gram рові. 
fivos, que son relativamente tolerantes de medios con baja 


actividad de agua, resistiendo bastante bien hábitatss secos 
y salinos. De hecho, esta última característica de soportar 
Айаз concentraciones de sal, proporciona una buena he 
tramienta para el aislamiento primario en medios que con- 
tengan 7-8% de NaCI. A menudo son pigmentados, lo que 
da una herramienta adicional para su identificación. Los 
dos géneros aquí contemplados se separan muy bien por 
medio de la prueba O/F (Tabla 24.3). Micrococcus es un ае 
Tobio estricto y produce ácido de la glucosa solo en condi- 
Sones acrobías, mientras que Staphylo robio 
facultativo y produce ácido de la glucosa tanto en aero- 
Dosis como 
Los estafilococos son parásitos c 
y animales 
feconocen dos espec 


n anaerobiosis 


Imente causan infecciones serias: se 


»s importantes en relación con los hu 
manos, Staphylococcus epidermidis, no patógeno y apigmen: 
tido que normalmente se encuentran en la piel y las 
mucosas y Staphylococcus aureus, de color amarillo y пог 


'malmente asociado con patologías como forúnculos, neu 
Monia, oste тїп їн» y artritis. Se discute la 
pato т el Capítulo 21 y las infec 
iones estafilocócicas en los Capítulos 26 y 27. Las especies 
Че Micrococcus se aíslan también de la piel, pero son mu 
фо más comunes en objetos inanimados como son partí 
йв de polvo y suelo. 


nesis de esta espec 


Sarcina 
Elgi 
dên en tres planos perpendiculares para dar paquetes ce 
ізге de 8 се 524). Son anaerobi 
їшї» y resisten condiciones extremas de Acidez, sien- 
ido capaces de fermentar azúcares y crecer a pH 
T Las células de una i, contienen una 
йара de celulosa gruesa y fibrosa alrededor de la pared 
lular (Figura 12.520). Las capas celulósicas de células 
lidyacentes se adhieren entre sí y funcionan como matriz 
icementante para mantener juntos los paquetes celulares 
las especies de este género se aíslan del suelo, barro, he- 
es y contenidos estomacales. Debido a la resistencia al 
РН, 
que pueden crecer en el estómago de los humanos y mu- 
os otros animales monogástricos. De hecho, en pacien- 
los que sufren de ulceración pilórica suele observarse un 
pido crecimiento de esta especie bacteriana. 


nero Sarcina contiene especies cuyas células se divi 


nferior a 


ventriculi, es una de las pocas especies bacterianas 


Fermentación y bacterias del ácido láctico 
las bacterias del ácido láctico son bacilos o cocos Gram 
positivos que originan ácido láctico como producto de 


метода доска de bardo de unico Sp 
Fscocca mostrando l organización iragar. Diametro colar da 0 ул. 


6) 


Figura 12.52 EIST ILL 
posto, Sarcn эр. Diémovo cola de 2 jm.) Матои electró 
tioa fooro mck La caja пиш henê dele айа Gr coa 
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fermentación. Los miembros de este grupo carecen de 
porfirinas y citocromos, no llevan a cabo transporte de 
electrones vía fosforilación, con lo que obtienen la ener- 
gía solamente a través de la fosforilación а través del sus- 
frato. Todas estas bacterias crecen anacróbicamente. No 
obstante, al contrario que las anaerobias, no son sensibles 
al oxígeno y pueden crecer tanto en presencia como en 
ausencia de él; por ello, se les considera como anaero- 
bios aerotolerantes. La mayoría de las bacterias lácticas 
obtienen su energía solamente del metabolismo de los 
azúcares y, por esta razón, sus hábitat están restringidas 
a la presencia de azucares. Tienen metabolismo biosin- 
tético bastante limitado, con lo que requieren medios de 
cultivo ricos con aminoácidos, vitaminas, purinas y рігі- 
midinas (véase Tabla 5.4), 

Una diferencia importante entre los subgrupos de las 
bacterias lácticas radica en qué tipos de productos de fer- 
mentación generan a partir de los azúcares. El grupo Ila- 
mado homofermentativo produce solamente el ácido láctico, 
mientras que el heterofermentativo produce otros com- 
puestos como etanol y CO, (Tabla 12.23). En la Figura 12.53 
pueden observarse las rutas abreviadas de la fermentación 
de la glucosa por organismos homo o heterofermentadores. 
La diferencia viene marcada por la presencia o ausencia de 
la enzima aldolasa, enzima clave de la glucolisis (véase Fi 
pura 5.14). Los heterofermentadores, carecen de esta aldo- 
lasa y no pueden romper la fructosa difosfato. En su lugar, 
oxidan la glucosa-6-fosfato hasta 6-fosfogluconato y des- 
pués lo descarboxilan hasta pentosa fosfato que se escinde 
hasta triosa fosfato y acetil fosfato por medio de la fosfoce- 
tolasa (Figura 12.53). 

En los heterofermentadores, la triosa fosfato se convierte 
еп ácido láctico con la producción de una molécula de ATP, 
mientras que el aceti) fosfato acepta electrones del NADH 
quise ha generado durante la génesis de la pentosa fosfato, 
da lugar directamente a etanol sin producir ATP. Por ello, 
los heterofermentadores, producen solamente 1 mol ATP de 
la glucosa en lugar de dos como hacen los homotermen- 
tadores. Como los heterofermentadores descarboxilan el 
b-fosfogluconato, producen CO; como producto de fer- 
mentación final; basta simplemente observar la producción 
de burbujas de anhídrido carbónico para reconocer uno de 
estos microorganismos, سے‎ 

Los diversos géneros de bacterías del ácido láctico se 
han definido sobre la base de su morfología celular, DNA 


анаан. Cocos en cadenas 
Leuconostoc Cocos en cadenas 
Бейли Cocos en fétradas 
[УЛ (1) Bacilos, en cadenas 
(2) Bacilos en cadenas 
метак Cocos еп cadenas. 
Lactococens Cocos en cadenas. 


ЕЕ 


y tipo de fermentación como se muestra en la Tabla 1223. 
Los miembros de los géneros Streptococcus, Enterococcus, 
Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus, tienen una composi- 
ción de bases de DNA muy parecida, existiendo muy poca 
variación de estirpe a estirpe. El género Lactobacillus, por 
Ога parte, posee miembros con composición de bases de 
DNA muy diversa y por ello no constituyen un grupo ho- 
mogéneo. 


Streptococcus y otros cocos 
El género Streptococcus (Figura 12.54) contiene una amplia 
variedad de especies homofermentativas con hábitat muy 
diversos y con actividades de mucha importancia para el 
ser humano. Algunas especies son patógenas primarias de 
mamiferos (Sección 26.2). Como productores de ácido lác- 
tico juegan un papel muy importante en la producción de 
leches fermentadas, ensilado y una pléyade de productos de 
fermentación (Sección 29.2); además, ciertas especies están 
implicadas en el desarrollo de la caries dental (Sección 21.3). 
Para distinguir especies patogénicas y no patogénicas del 
ser humano, se ha reestructurado el género en tres, a saber: 
Streptococcus, Lactococcus (estreptococos de importancia en 
industria lechera) y Enterococcus (estreptococos de origen 
fecal). 

Las especies que se agrupan en el género Streptococcus se 
dividen en dos grupos sobre la base de las caracteristici 
que se enumeran en la Tabla 12.24. La hemólisis en placas 
de agar sangre es de considerable importancia. Las colo- 
nias que producen estreptolisinas 5 y O están rodeados de 
una gran zona de hemólisis completa (trasparente) que se 
llama В hemólisis (Figura 21,174), Por otra parte, muchos 
estreptococos, lactococos y enterococos no producen he- 
mólisis sino la formación de una zona verde alrededor de 
las colonias que no es verdadera hemólisis, sino la pérdida 
masiva de potasio por parte de los eritrocitos del agar san- 
gre. Este fenónemo se conoce como æ hemólisis, Los es- 
treptococos y cocos relacionados se subdividen en grupos 
inmunológicos basándose en la presencia de antígenos es- 
pecíficos. Estos grupos antigénicos (o grupos de Lancefield 
como se les conoce normalmente, en honor a Rebecca Lan- 
себеі, pionera en la taxonomía de los estreptococos), se 
designan con letras; desde la A а la O. Los estreptocos В һе 
molîticos humanos normalmente son del grupo А, mien- 
tras que los enterococos lo son del D. Los del grupo B suelen 
asociarse con animales y causar mastitis en vacas y pueden 


Homotermentativo. ма 
Homotermentativo ма 
Homotermentativo. ма? 
Momofermentativo as 
Heterotermentativo эз 
Homotermentativo. 3840 
Homofermentativo зи 


osos estos сторат or miembros де la эй гд de Баст Cram positivas соо bajo contenida en GC 
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que conducen a etanol. Si el oxigeno está presente, muchas bacterias lácticas homolermentativas pueden reducir el oxigeno con 
fa través de avinas como intermediarios), con formación de agua: se forma acetato en lugar de etanol y esto permite la producción de un 


ruptura metabólica del citrato y han sido muy utilizados en la 
excelencia, son del grupo N y no son patógenos. industria lechera como cultivos iniciadores. Algunas especies 
"Incluidos en el género Leuconostoc están los cocos hetero- del género producen grandes cantidades de polisacáridos de 

itadores. Las estirpes de este género producen radica- ехітапо (a-1,6-glucano) cuando se cultivan en sacarosa (Fi- 
¡saborizantes como diacetilo o acetoína, productos de la gura 17.64) y algunas de ellas han encontrado su uso como 
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(a) 


Ы 


Figura 12.54 vigas de contraste de fases (а) y olecrónica ba 


mido fb} de especies de Streptococcus. a) Streptococcus iactis. (o) Strap- 


ta » casos, de 0,5-1 um. 


-us эр. El diámetro celular es, en 


sustitutos de plasma para transfusiones de sangre. Otras es 


tirpes producen polímeros de fructosa conocidos como le 


Lactobacillus е 
Сото indica el nombre gen 
morfologi 


bacterias son de 
de 


ases y electrónica de 


bacilar variando en su |, 


rosor (Figu 


us acidophilus, Diámetro ce- 


ra 12,55). La mayoría de las espec ofermenta 


previs, micrografía electrònica de 
ınas son hete 


doras pero alga rmentadoras. Son comunes 
en todo tipo de derivados lácteos. Por ejemplo Lactobacilli 
delbrueckii (Figura 12,55) л la producción de yogur 
us (Figura 12,550) en la producción de leche ас}. 


da y otras especies en la producción de encurtidos, ensila: 


жг 0,8 < 2 pm. (с) Lactobacilus delbrueckii 


micros O 


10 Celular де 0,7 ит, Se 


on fermentativas y homotermentativas de Lac 


з de estreptococos, іа; 


Grupo 30min metileno debilis Hábitat 
Streptococcus 
sene Tracio 
ibgrupo de respiratorio 
Subgrupo 


Lactococos Na Plantas, 
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TABLA 12.25 


clos 
Aerobios o facultativos, catalasa positiva 


Microserofíicos, catalasa negativa, productores de ácido láctico 
por homofermentación 
Anaeróbicos: 
reductores de sulfato 
no reductores de sulfato, fermentadores. 
termofilicos 65-70°C, fermentadores 
Gram negative; can grow аз homoacetogen on М; + CO; 
Halófil, aislado en el Mar Muerto 
Produce hasta 5 esporas por célula; fja nitrógeno N 
Acidóilo (pH 3) 
Akalófilo (PH 9) 
Fototrópico 
Sintróficos, degradan ácidos grasos pero solamente en co-cultivo. 
una bacteria que utilice el hidrógeno (Sección 17.21) 
Metaboliza clorofenoles (Sección 17.18) 
Cocos 
¡Normalmente en tétradas, aeróbicos 


"атести so 


do y pepinillos ácidos (Sección 29.2). Los lactobacilo 
ralmente más resistentes а las condiciones ácidas que 
otras bacterias lácticas, siendo capaces de crecer hasta pHs 
de 4. Por ello, son fácilmente aislables de una gran canti- 
dad de hábitat por selección directa en medios, conteniendo 
azúcares y ácidos, como es el caso de zumo de tomate/pep- 
ona agar. Esta resistencia al pH les permite seguir crecien- 
do durante las fermentaciones lácticas naturales, aun 
cuando el pH haya caído tanto, que otras bacterias lácticas 
Уа no pueden crecer. Por ello, las lactobacterias son las res- 
sables siempre de terminar la inmensa mayoría de las 
'entaciones lácticas. No son patógenos. 


Listeria 

Listeria son cocobacilos Gram positivos que tienden a formar 
adenas cortas de 3-5 células. Está filogenéticamente rela- 
cionado con Lactobacillus y como él produce ácido, pero по 
a partir de la glucosa. Pero al contrario que las bacterias 
іса, que como se ha dicho pueden crecer en condiciones 
апбхісав estrictas y además carecen de catalasa, las listerías 
requieren condiciones microaerofílicas y son catalasa positi- 
уа. Aunque se conocen varias especies de Listeria, L. mo- 
incytogenes es la más importante y la causante de infecciones 


Micrografías de contraste de 
fases de varias especies de Clostridium mostrando 
diversas ubicaciones de la endospora. (a) Ciostri- 
dùm cadavers, esporas terminales, Diámetro celu- 
llar de 0.9 um. (b) Clostridium sporogenes, esporas 
'subterminales. Diámetro celular de 1 um. (с) Cios- 


klum bifermentans, esporas centrales. Diámetro 
Celular de 1.2 um. 


Bacillus БҮЛ 
ротой 4054 
Sporolactohacillus 46-47 


Desulfotomaculum 
Clostridium (Figura 12.56) 
Thermoanaerohacter 
Sporomusa 

Sporolalohucter 
Anscrobacter 
Alicyclobacillus 
Ampubacitlus 
Helrobacterium. Heliophulum 
Suntrophospora 


Desulfitotacternm а 


Sporosarcina (Figura 1260) wa 


embros de la subdivisión de bap GC de Las Baxterin Gram positivas 


alimentarias conocidas como listeriosis (Sección 29,9). El mi- 
croorganismo se transmite normalmente por alimentos listos 
para consumir (el queso es un vehículo común de transmi- 
sión) y puede causar meningitis fatales, La listeriosis será 
descrita más adelante en la presente obra (Sección 29.9) 


Bacillus 
Clostridium 
Sporosarcina 
Heliobacterium 


Clásicamente se han reconocido varios géneros de bacte- 
rias Gram positivas formadoras de endosporas (Tabla 
12225), que se distinguen sobre la base de la morfología ce- 
ular, forma y disposición de la espora (Figura 12.56), rela- 
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ción con el oxígeno y metabolismo energético. Todos los es- 
poroformadores están en la subdivisión de «bajo contenido 
еп GC». Los dos géneros más estudiados son: Bacillus, que 
agrupa especies aerobias o facultativas y Clostridium que 
agrupa las especies anaerobias y fermentadoras. Un grupo 
de endosporoformadores (las heliobacterias) son fototrófi- 
саз (del griego helios, sol). La estructura y la resistencia al 
calor de la espora así сото el proceso de endosporulación 
se discutió en la Sección 4.15. 

Aunque existe considerable heterogeneidad entre los 
endosporoformadores (por ejemplo, en el género Bacillus 
el índice GC puede variar hasta un 40%), existe un princi- 
pio ecológico unificante, ya que el hábitat primario de to- 
dos ellos es el suelo. Incluso aquellas especies que son muy 
patógenos para el hombre, son saprofitos del suelo, De he- 
cho la capacidad de producir una forma de resistencia como 
єз la endospora, da una gran ventaja ecológica en un medio 
como es el suelo donde pueden variar las cifras de hume- 
dad y de temperatura entre rangos muy variables. Allí, las 
formas esporuladas durmientes pueden permanecer du- 
тате mucho tiempo, incluso millones de años, hasta que 
las condiciones sean favorables y puedan germinar de nue- 
vo (véase Sección 4.15) 

Los formadores de esporas pueden aislarse fácilmente 
del suelo, alimentos, polvo y otros materiales tratando las 
muestras a 80'C durante 10 minutos (pasteurización). A 
ема temperatura sólo sobreviven las esporas bacterianas. 
Inoculando ahora un medio apropiado e incubando aeró- 
bica o anaeróbicamente, da lugar а colonias de los géneros 
Bacillus о Clostridium. 


Bacillus 
Las especies del género Bacillus crecen bien en medios 
definidos utilizando una pléyade de fuentes de carbono. 


1. Espora oval o cilíndrica, serobios facultativos: hidrotizan 
сачіпа y almidón; el esporangio no está distendido; 
pared фе la spora delgada 


Muchos producen enzimas extracelulares, como hidro- 
lasas, que rompen polisacáridos complejos, ácidos nu- 
cleicos o ácidos grasos hasta unidades asimilables por 
las células; estos productos sirven como fuentes de car- 
bono y donadores de electrones, Muchos producen anti- 
bióticos como son la bacitracina, polimixina, tirocidina, 
gramicidina y circulina, En la mayoría de los casos, la 
producción de antibióticos está relacionada con el pro- 
сево de esporulación; de modo que el antibiótico se pro- 
duce cuando el cultivo entra en fase estacionaria y 
después de que se haya iniciado el proceso de endospo- 
rulación (los antibióticos son metabolitos secundarios, 
productos de la idiofase, por ello se llaman idiolitos), En 
la Tabla 1226 se recogen las características más repre- 
sentativas de las especies del género Bacillus, 

Algunas de sus especies, como por ejemplo B. popilliae y 
В. thuringiensis que producen toxinas larvicidas de insectos. 
В. popillize causa una enfermedad fatal (enfermedad lecho- 
sa) en larvas de los Scarabeidae y escarabajos relacionados, 
B. thuringiensis produce enfermedades mortales para larvas 
de muchos grupos de insectos: lepidópteros, gusanos de 
seda, dípteros (moscas y mosquitos), coleópteros( escara- 
bajo de la patata) etc, Comercialmente ya existen prepara- 


ticemia, mientras que la causada por B. Йите енен 
esencialmente una intoxicación. Ambos forman cuerpos 
parasporales cristalinos durante la esporulación, que se de- 
positan fuera de la espora propiamente dicha (Figura 


12.57), En el caso de B. thuringiensis la proteína del cuer- 
po parasporal es una protoxina que se convierte en toxi- 
па por ruptura proteolítica en el intestino de las larvas. 


Termófilos y acidófilos СЯ Central o terminal v 
В acideculdaries Terminal в 
Mesófilos Е hicheniorimis Central w 
B. cereus Central 35 
В anthracis Central 
В. megaterium Central 37 
В subtilis Central а 
Patógeno de insectos В thuringiensis Central м 
Esporangios distendidos, pared de la espora gruesa 
Termótik E stearothermophilus Terminal s 
Mesotil B. polymyes Terminal “ 
В macerans Terminal 2 
B. circulan Central o terminal ES 
Patógenos de insectos Ги Central o terminal — 
В. popilline Central а 
IL Esporas esféricas, aerobios estrictos; no hidrolizan 
la caseína o el almidón 
Esporangíos distendidos. B. sphaericus Terminal y 
Esporangios no distendidos B. pasteuri Terminal ж 


1220 = BACTERIA GRAM POSITIVAS ESPORULADAS CON BAJO CONTENIDO EN GC: BACILLUS... ® 405 


Cristal La toxina se une a las células epiteliales del intestino e 
induce la formación de poros y lisis celular. 
Los genes que codifican las proteínas del cristal, cono- 
idos comercialmente como «toxina Bt», se han aislado de 
diversas cepas de В. thuringiensis y se han clonado en plan- 
tas para dar plantas transgénicas que son resistentes a los 
insectos. Esta estrategia se ha demostrado efectiva en gran 
cantidad de situaciones y hoy existen varios genes alterados 
de estas toxinas con toxicidad mas fuerte frente a los in- 
sectos (Sección 31.7), 


Clostridium 
Los clostridios carecen de sistemas citocrómicos y de los me- 
canismos de fosforilación por transporte de electrones; por 
ШШДЕ Formación del cristal porasporal бсо өп el paro- tanto y al contrario que Bacillus obtienen la energía solamente 
geno de Insectos Bacillus thuringiensis. Micrografa electrónica (сопе POr fosforilación de sustrato y son, pues, fermentadores. S 
Пос) de una célula esporulada. La proteina del cristal toxina B es 16. CONOCE una gran diversidad de mecanismos productores de 
Tica para algunos insectos produciendo la lisis de las células intest- _ Energía en los clostridios (la diversidad fermentativa será 
т discutida en la Sección 17.20); de hecho, la separación del 
género en subgrupos se basa primariamente en las propie- 
dades y naturaleza del sustrato fermentable (Tabla 12.27). 
Diversos clostridios fermentan los azúcares para pro 
ducir ácido butírico como producto final; otras producen 


L Fermentación de carbohidratos 
rmentación de celulosa Productos de fermentación: acetato, lactato, С. cellobioparum ж 
succinato, etanol, СО, Н, С thermocellum sw 
Fermentación de azúcares, Productos de fermentación: acetona, butanol, С butyricum 2728 
almidón y pectina butanol, etanol, isopropanol, butirato. C acetobutylicum 28-29 
acetato, propionato, sucos С pasteuranum 2628 
CO, Ну algunos fan №, С perfringens 2427 
С ihermostifurogenes ЗУ 
Fermentación de azucares Síntesis total de acetato desde el CO, C aorticum 3 
hasta ácido лее ности presentes en algunas especies © thermoaceticum ы 
С formiconceticu 3 
Fermentación de pentosaso Células en forma de anillo, cadenas helicoidales C. methylpentosum de 
metilpentosas productos de fermentación: acetato, propionato 


propanol, COs Н, 


M, Fermentación de aminoácidos Productos de fermentación: acetato, otros ácidos genn 2 
grasos, МН, CO, algunas veces Hs algunos C tetani 2526 
fermentan azucares hasta butirato y acetato, С totalin 2628 
pueden producir exotoxinas (Secciones 2110, C ietanomorphum 2528 
Ry 5 
aminoácidos tricarbonados € propimicum 3 
or ejemplo alanina) a propionato, 
xo y CO. 
її. Fermentación de carbohidratos Productos de fermentación а partir de glucosa: сместена z 
o aminoscidos formato, pequeñas cantidades de isobutirato 
e ovaler 
Y. Fermentación de purinas  Fermentan ácido úrico y otras purinas paradar C acidurici 2730 
Acetato, СО, y NHs 
У Fermentación de etanol hasta Produce butirato. caprosto e Н. requiere acetato Су 20 


Acidos grasos como aceptor de electrones. No utilizan 
azúcares ni aminoscidos ni purinas. 
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también acetona y butanol (en tiempos pretéritos la bioin- 
dustria de producción de estos disolventes por clostridios 
fue muy importante); algunos representantes de este gru- 
ро воп capaces de fijar nitrógeno, siendo el más vigoroso С. 
pasteurianum, el cual probablemente es el responsable de la 
mayor parte del nitrógeno fijado en anaerobiosis en el sue- 
lo. Un grupo de clostridios fermenta la celulosa con la for- 
mación concomitante de ácidos y alcoholes, de modo que 
se piensa que еп anaerobiosis estos organismos son los prin- 
cipales implicados en la degradación de la celulosa. 

Se conocen bien los pasos y la bioquímica implicados 
en la génesis de ácido butírico y butanol a partir de azúcares 
(Figura 12.58). La glucosa se convierte en butirato a través 
Че Embden-Meyerhof y el piruvato es roto en acetil-CoA е 
hidrógeno por la reacción fosforoclástica (Sección 17.19 y 
Figura 17.51). El acetil coA es entonces reducido a produc- 
tos de fermentación utilizando para ello el NADH deriva- 
do de la ruta glucolítica. La proporción de los diferentes 
productos está influenciada por la duración y las condicio- 


nes de las fermentaciones. En los estadios iniciales, los pro- 
ductos predominantes son los ácidos acético y butírico, pero 
a medida que cae el pH de la fermentación, cesa la síntesis 
de los ácidos y comienza la de acetona y butanol que son 
neutros. Sin embargo, si el pH se mantiene en la zona neu- 
tra con ayuda del СаСО, se produce muy poco de los pro- 
ductos neutros constituyendo entonces tres cuartas partes 
el butírico y una parte el ácido acético. Esto tiene bastante 
sentido fisiológico porque, al contrario que la formación de 
productos neutros, la producción de ácidos permite sínte- 
sis adicional de ATP (Figura 12.58). 

Otro grupo de clostridios obtiene su energía por la fer- 
mentación de aminoácidos: algunas especies fermentan pa- 
rejas de aminoácidos en lo que se conoce como reacción de 
Stickland. Un aminoácido sirve como donador de electro- 
nes y es oxidado mientras que el otro acepta los electrones 
y es reducido, Por ejemplo Clostridium sporogenes es capaz 
de catabolizar una mezcla de glicocola y alanina (Figura 
12.59). Parejas de aminoácidos que cumplen con la reacción 


Ruta de formación de productos de fermentación por el grupo del ácido butirico de clostridios, La designación “2H representa. 


jos elector 
а 


una molécula de NADH. Nótese cómo la producción de acetato у butirato leva a producción adicional de АТР por fosforilación 
sustrato, (véase Sección 17.19). Por el contrario, la formación de butanol y acetona (estos productos se encuentran en relación 1:1) debido a 


que la formación de butanol requiere dos NADH, mientras que la de acetona requiere una), reduce el rendimiento de ATP porque no se realiza el 


paso de butiril-CoA a butirato. 


¡Stickland se incluyen también en la figura. Los produc 
в de la oxidación de Stickland son siempre МН, CO, y 


do que fuera oxidado (Figura 12.59) 

Los aminoácidos que pueden ser fermentados por si so- 
incluyen: alanina, cisteina, glutamato, glicina, histidi- 
serina o treonina. Los productos son generalmente 
tato, butirato, CO, y Hz. Muchos de los productos de 
ación originados por los clostridios son malolientes, 
modo que el olor a putrefacción suele por sí mismo re- 
Ja presencia де clostridios fermentadores. Además de 
o, existen otros compuestos como el ácido isobutîri 
¡ácido isovalérico, ácido caproico, ácido sulfídrico, me- 
тсар!апо (derivados de aminoácidos-azufrados), 

iverina (derivados de la lisina), putrescina (de la orni 

y amoníaco. 

El hábitat principal de los clostridios es el suelo, don- 
de viven en zonas anóxicas; la anoxia es producida por 
janismos facultativos que metabolizan diversos 
tos orgánicos presentes. Unos cuantos clostridios 
adaptado al ambiente anóxico del tracto intestinal 
bs mamíferos. También y como se discute en la Sec- 
121,8, algunos clostridios producen serias enfermeda- 
еп humanos. El botulismo es producido por el 
dium botulinum, el tétanos por Clostridium tetani y la 
gaseosa por Clostridium perfringens y especies 
idas. Estas especies patógenas no son muy dife- 
„ metabólicamente hablando, del resto, pero son ca- 
pes de producir toxinas muy potentes (Sección 21.10 y 
214). С. perfringens y relacionados pueden también 
lugar a gastroenteritis en humanos y animales (Sec- 


ción 29.5) y el botulismo puede darse también en patos, 
ovejas y otros animales domésticos. Un problema ecoló- 
ico, todavía sin respuesta, es el papel que estas toxinas 
desempeñan en los ambientes naturales de los microor- 
ganismos. 


El género Sporosarcína es único entre los esporoformadores 
por ser cocos en lugar de bacilos, Son microorganismos ае- 
robios estrictos, esféricos и ovalados que se dividen en dos 
planos perpendiculares para formar los paquetes cúbicos 
de células (Figura 12.60). Tiene dos especies, 5. urene у S, ha- 
lophila. S. ureae (Figura 12.60) puede ser fácilmente enrique- 
cida a partir del suelo por siembra de diluciones de muestras 
de suelo pasteurizadas en agar nutritivo suplementado con 
8% de urea e incubación en aerobiosis. La mayoría de las 
bacterias del suelo se ven fuertemente inhibidas por un 2% 
de urea. Sin embargo, la especie S. ureae descompone la urea 
hasta CO, y NH; y al hacerlo eleva drásticamente el pH del 
medio (S. ureac es alcalino tolerante y crece en medios hasta 
pHs 10-11). 5. итше es común en suelos y estudios recientes 
sugieren que los suelos que reciben aportes de orina, tales 
como los suelos en los que los animales normalmente orinan 
periódicamente, están enriquecidos con el microorganismo, 
Сото la mayoría de los microorganismos del suelo son muy 
sensibles а la urea, esto sugiere que S. urene debe ser la prin- 
cipal fuente de gradación de la urea en la naturaleza. 


Heliobacterias 
Las heliobacterias son fototrópicas, Gram positivas de bajo 
contenido en GC. Son fototrofos anoxigénicos y producen 
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Microgralía de contraste de fases de Sporosarcna 
reas, El diámetro de las células es де 2 ym. Nótense las endosporas 
rofráctlles. La mayoria de los paquetes celulares contienen 8 células. 


una forma única estructural de bacterioclorofila (Sección 
17.2). El grupo contiene cuatro géneros: Heliobacterium, He- 
liophilum, Heliorestís y Heliobacillus. Todas la heliobacterias 
conocidas son bacilares, bacilos cortos o largos; incluso con 
extremos ligeramente puntiagudos (Figura 12.61). Helio- 
philum es especialmente interesante porque sus células en 
forma de coco se agrupan en racimos (Figura 12.610), mo- 
viéndose como una unidad. Son anaerobios estrictos y а 
pesar de ser fotoautotróficos, pueden crecer en la oscuri- 
dad por fermentación de piruvato (como pueden hacerlo 
muchos clostridios, parientes de las heliobacterias). Las es- 
poras de las heliobacterías contienen mucho Са?" y ácido 
dipicolínico como Bacillus o Clostridium (véase Sección 4.15). 
El hábitat primario es el suelo de zonas arroceras, en los 
que la actividad fijadora de nitrógeno puede beneficiar la 
productividad agrícola. 


/__ 12.19-12.20 Revisión de conceptos 


Las bacterias Gram positivas de bajo contenido en GC consti- 
tuyen un grupo filogenético grande que contiene.cocos o baci 
los, esporoformadores y no esporulantes, La producción de 


(a) (o) 


endosporas es la característica más importante de los géneros Ba- 

cillus y Clostridium. Las bacterias Gram positivas son los princi- 

pales agentes para la degradación de materia orgánica en el 

Suelo y solamente unas pocas son patógenas. 

+ ¿Cuáles son las principales características para diferenciar 
Staphylococcus у Bacillus? 

4 ¿Cómo puede diferenciar entre una bacteria del ácido lácti- 
со homofermentativa о heterofermentadora? 

Y ¿Cuál esel principal distintivo fisiológico entre especies de 
Bacillus y Clostridium? 


4 Entre géneros endosporoformadores, ¿Qué es distintivo en 
las heliobacterias? 


Bacteria Gram positivas sin pared 
celular con bajo contenido en GC: 
los micoplasmas 


Géneros clave 


Mycoplasma 
Spiroplasma 


Los micoplasmas son organismos sin pared celular que 
nunca revierten а una forma con pared celular. Posible- 
mente sean los organismos más pequeños capaces de llevar 
a cabo una vida autónoma y коп muy interesantes, evolu- 
tivamente hablando, por sus genomas que son muy р 
queños y por su simple estructura celular. Aunque n 
беп como Gram positivas porque carecen de pared celu- 
lar, filogenéticamente están claramente relacionadas con las 
bacterias Gram positivas de bajo contenido en GC. 


Propiedades de los micoplasmas 

La ausencia de paredes celulares en los micoplasmas que 
se veía por microscopía electrónica, se confirma por el aná- 
lisis químico, ya que no se detectan moléculas de ácido 
murámico, o diaminopimélico. En el capítulo 4 se discu- 
tió cómo los protoplastos pueden generarse a partir de 
células por acción de enzimas líticos y en un medio os- 
móticamente estabilizado y de cómo al añadir agua, éstos 
la toman masivamente conduciendo a la explosión y 
muerte celular (Figura 4.33). Los micoplasmas se parecen 


Jn Omen y Ys 


(e) 


Figur 


Células y endosporas de heñiobacterias. (а) Micrografia electrónica de Halobacilus mobil con lagelación periica. (Б) Halio- 


phium fasciatum observado por microscopía electrónica. (с) Microscopía de contraste de fases de esporas de Hellobacterium gesti. 
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alos protoplastos en el sentido de que carecen de pared ce- 
шаг, aunque son más resistentes a la lisis osmótica y so- 
reviven a condiciones en las que los protoplastos mueren. 
"Esto es debido, en parte, a la presencia de esteroles en la 
membrana citoplasmática de los micoplasmas, haciéndo- 
la más resistentes que la de otros procariotas. De hecho 
"algunos micoplasmas requieren esteroles para crecer; este 
requerimiento se utiliza en su taxonomía para separarlos 
Cen dos grupos (Tabla 12.28) 
"Además de los esteroles, ciertos micoplasmas contienen 
impuestos llamados lipoglicanos (Tabla 12.28). Los lipo- 
licanos son heteropolisacáridos de cadena larga covalén 
еме unidos a la membrana (embebidos) de muchos 
hicoplasmas. Los lipoglicanos se parecen a los lipopolisa 
idos (LPS) de las bacterias Gram negativas (Sección 4.9) 
tosin lipido A y fosfatos. Los lipoglicanos funcionan tam- 
Йб como estabilizadores de la membrana y de puntos de 
бп de los micoplasmas a soportes sólidos y de células su- 
$; Como los LPS, los lipoglicanos estimulan la pro- 
аб de anticuerpos cuando se inyectan en animales de 
¡mentación 


nto de los micoplasmas 
células de micoplasmas son pequeñas y muy pleomór- 
una consecuencia que se deriva de carecer de pared 
hr y por tanto de rigidez. Cuando se cultivan es fre 
file que aparezcan co largados 
û hifas muy ramificadas (Figura 12.62). 
los elementos cocoides (0,2-0,3 um) son las form 
jueñas capaces de llevar vida libre y autónoma. Otras 
5 más pequeñas que aparecen con frecuencia no po- 
bn viabilidad. El tamaño del genoma es muy peque 
00100 kilopares de bases de DNA, 


fias y riquetsias) (Secciones 1227 y 12.13) y sólo de un 


no elementos cocoídes, 


:mejante al de las 
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esteroles 


Entomplasma 


Muchos patogenos; requieren esteroles, 


Micrografía electrónica (sombreado metálico) de Mi- 
coplasma mycoides Nótense los elementos cocoes ө hifas. El dià- 
metro medio de las formas cocáceas es de 0.5 ym. 


quinto a un cuarto del de Escherichia Coli. El genoma de al 
menos una de sus especies, M. genitalium, contiene 580 ki- 
lopares de bases (kpb) y ha sido ya completamente se 
cuenciado (Sección 15.3). Este genoma es tan pequeño q 
actualmente se piensa que probablemente sea el limi 
ferior para la vida autónoma en un ser vivo, 

El modo de crecimie 


to de los micoplasmas difiere, ya 
sea crecimi «dio sólido o en medio líquido. En 

эп agar tienen tendenc beberse del medio 
circundante y las colonías tienen una morfología típica de 
huevo frito», apariencia debido a la presencia de un área 
central que se hunde en el agar y de una zona circundan- 
te más fina, menos densa у de color más tenue (Figura 
12.63). Como era de esperar, el crecimiento de los mico- 


nto en m 


 Ү 


aerobios (СийдНуов (обе Figura 1262) 


4 Pueden requerir o no esteroles; anserobios sa 1500-1600 + 
estrictos degradan almidón; producen 
acético, láctico, fórmico, etanol y COS 
х5 Células espirales en sacacorchos: 25% 9402200 
Atopatogenos(Figura 1264) 
в Coxoides, agrupados o en cadenas cortas: 750 
crecimiento óptimo a pH 60 ureasa 
positiva; infecciones urinarias en humanos. 
inhibido por el acetato de talio 
5 Aerobios facultativos; asociados con insectos жоло ? 
y plantas 
16 Aerobios facultativos 2736 1500 + 
1 Anoerobio estricto; del rumen bovino y ovino 40 1500 
2 enética y ecológicamente relacionado 730 570-1100 з 


т> Gram positivas con bajo contenido en GC 
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plasmas no se ve afectado por la penicilina, cicloserina u 
otros antibióticos que inhiben el desarrollo normal de la 
pared celular. 

Los medios de cultivo para crecimiento de los mico- 
plasmas han sido tradicionalmente bastante complejos. 
Para la mayoría de las especies, el crecimiento es muy po- 
bre en medios típicos que contengan extracto de levadura, 
peptona, extracto de corazón etc, a no ser que se añada sue- 

о o líquido ascítico; este último proporciona una 
buena fuente de ácidos grasos insaturados y esteroles. Al- 
gunos micoplasmas pueden ser cultivados en medios re 
tivamente simples, de modo que se han definido algunos 
medios para trabajos de laboratorio, La mayoría utilizan 
carbohidratos como fuente de carbono y energía y requie- 
ren bastantes vitaminas, aminoácidos, purinas y pirimidi- 
nas. El metabolismo energético de los micoplasmas es 
variable pero no es único; algunas especies son respirado- 
ras estrictas mientras que otras son facultativas y otras anae- 
robías (Tabla 12.28). 


Spiroplasma 

El género Spiroplasma consiste de células helicoidales 
gura 12.64), Aunque carecen de pared celular y de fla- 
gelos, son móviles por medio de un movimiento que 


Misrografas de campo oscuro de un esproplasma 
Че а тети de la тозса Drosophia pssudoobscura Las hembras 
infecta con asta bataria solamente dan Jugar а hembras. Dime 
то celular de 0,15 pm 


recuerda a un sacacorchos. Se han visto fibrillas internas 
que pueden estar implicadas en el movimiento, Se ha 
aislado de la hemolinfa e intestino de insectos (Figura 
12.64) y de plantas vasculares y de los insectos que se 
alimentan de savia. Spiroplasma citri se ha aislado de la 
superficie de hojas de los cítricos en los que causa una en- 
fermedad. Por microscopía electrónica se han detectado 
estructuras que recuerdan a los espiroplasmas en otras 
plantas como el maíz; por ello se cree que existe un gru- 
po amplio y diverso de micoplasmas que afectan al rei- 
по vegetal. Se han descrito también algunas especies de 
Spiroplasma que afectan al reino animal, tales como las 
que producen la espiroplasmosis de la abeja de la miel, la сае 
tarata del ratón lactante y la enfermedad letárgica del 
bajo Melolontha. 


escaras 


/__12.21 Revisión de conceptos 


Los micoplasmas son un grupo de organismos que 
pared celular y tienen un genoma pequeño, Muchas de sus es- 
pecies requieren esteroles que dan cor da а sus membra- 
nas y varias de ellas son patógenas para hombres у otros 
animales. 


4 ¿Por qué necesitan los micoplasmas tener las membranas 
más fuertes que el resto de los procariotas? 


¿A qué grupo filogenético pertenecen los micoplasmas? 


+ Compare y contraste el género Micoplasma con Acholeplasma 
en términos de requerimientos nutricionales, tamaño de дее 
пота y metabolismo. 


Corynebacterium 
Arthrobacter 
Propionibacterium 


Las bacterias de este grupo son fundamentalmente bacila- 
res con tendencia a filamentar a medida que aumenta el 
desarrollo evolutivo de sus miembros. Son habitantes річ 
cos del suelo y de material vegetal. La inmensa mayoría 
son saprofitos sin ningún peligro para hombres y anima- 
les, excepto algunas pocas especies como Corynebacterium. 
diphteriae o Mycobacterium tuberculosis, Algunos son incluso 
Че un enorme interés par la producción de antibióticos, 
aminoácidos, vitaminas, agentes saborizantes y derivados 
lácteos como es el caso de С. glutamicum. Empezaremos con 
los que presentan morfología bacilar. 


Corinebacterias 
Las bacterias corineformes son Gram positivas, aerobias, 
inmóviles, bacilares con tendencia a la irregularidad, ex- 
tremo(s) abultado(s) y forma de porra caracter 
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cluso en forma de «У». Esta última forma se debe a un pe- 
queño movimiento de ruptura infructuoso de la división 
Binaria que no consigue separar a las dos células que 
quedan unidas (Figura 12.65). Esto se debe a la existen- 
cia de dos zonas celulares con índices de fractura dife- 
entes en la pared celular y solamente la capa más interna 
participa en la formación del tabique de separación, de 
modo que al final las dos células permanecen unidas por 
lacapa externa. Cuando esta capa externa se rompe en un 
Punto, el resultado es que las células se doblan por el mı 
himo punto de tensión dando la típica forma de «V» (Fi- 
pura 12.66). 

Los géneros más importantes del grupo corineforme son 
Corynebacterium y Arthrobacter. El primero consiste de un 
diverso grupo de especies, incluidas las patógenas de ani- 
Males y de plantas, así como las saprofitas; de entre las pa- 
lógenas destaca C. diphteriae, agente etiológico de la difteria 
humana (Sección 26.3). El género Arthrobacter, consiste fun- 
'damentalmente de estirpes procedentes del suelo; se dis- 
ngue de Corynebacterium sobre la base de su ciclo biológico 
[К implica fases alternativas entre formas cocicens y ba- 

lares (Figura 12.67). Sin embargo, algunas corinebacterias 
on pleomórficas y pueden formar elementos cocoides du- 
fante el crecimiento, de modo que la distinción entre ambos 
géneros por el ciclo no es en modo alguno absoluta. El gé- 
nero Corynebacterium con mucha frecuencia tiene un extre 
то aporrado (de hecho koryne en griego significa porra o 
perote) 

Las especies del género Arthrobacter son comunes en el 

lo y son bastantes resistentes a la desecación y depriva 

nutricional, a pesar de que son incapaces de formar 
аз de resistencia. Constituyen un grupo heterogéneo 
versatilidad nutricional. Se han aislado cepas que des- 
mponen los herbicidas, cafeína, nicotina, fenoles y otros 
¡puestos orgánicos inusuales. 


1 ácido рғорібпісо 
bacterias del ácido propiónico (Género Propionibucte- 
1) fueron inicialmente descubiertos como comensales 
los quesos suizos tipo Emmental en los que produce, 
bido al СО, los típicos agujeros; la presencia de estas 
es, en parte, la responsable del sabor de estos que- 
j Aunque el ácido propiónico es también producido por 
м grupos bacterianos, solamente este grupo lo hace en 
cantidades. Son Gram positivos anaerobios que fer- 
lan el láctico, carbohidratos y diversos alcoholes, pro- 
fendo primariamente el mencionado ácido propiónico, 
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Micrografia mostrando la forma característica en «Ve 
де Arthrobacter crystalopoletes que resulta de una citocinesis asimé- 
trica өп un lado de la cólula. Diámetro celular de 0,9 рт. 
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Rotura бе 
/ ла сара externa 


® 
ШЕЕ] Mcrograria electrónica de la división celular de 
Arthrobacter crystallopoletes mostrando la división asimétrica y la 
aparición de células en forma de «У. (a) Antes de la rotura de la. 
parte externa de la pared celular y (b) después de la rotura, Diáme- 
tro célular de 0,9-1 jam. 


ШЕШ <...>. оо cio оос de Artvobacter gibos como se observa өп un суйо en poriaobjeos (а) Elemento 0000008: 


(68.09 jm. 


[conversión a bacilo y crecimiento de una colonia compuesta principalmente de bacilos. (l-g) conversión a formas cocoides. Diámetro celu- 
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pero también CO у ácido acético. Sus requerimientos nu- 
tricionales son complejos y normalmente crecen bastante 
despaci 

La Figura 12.68 refleja la ruta bioquímica que conduce 
еп las bacterias del ácido propiónico desde la glucosa has- 
ta este ácido. El catabolismo inicial de la glucosa sigue la 
ruta de Embden-Meyerhof como en las bacterias del ácido 
láctico, pero el NADH formado se oxida en parte en la ruta 
del ácido propiónico. El piruvato acepta un grupo carboxí- 
lico a partir de metilmalonil-CoA por acción de una trans- 


Estequiometría del lactato: 
 SLactaio" — 2 Propionato” - MINERA + 9-5 ATP. 


Formación de ácido propiánico por Propionibacte- 
fium. Tanto el lactato producido por la fermentación de otras bacte- 
баз, сото la glucosa pueden ваг fermentados en la fermentación 
proplónica. La génesis de ATP está asociada con reacciones de trans- 
porte de electrones durante la formación de succinato y por fosforia- 
ción а nivel de sustrato en la producción de acetato. 


carboxilasa, lo que conduce a la formación de oxalacetato y 
de propionil-CoA. El último reacciona con el succinato en 
un paso catalizado por la СОА transferasa, lo que origina 
succinil-CoA y propionato. El succinil-CoA es entonces іѕ0- 
merizado a metilmalonil-CoA completándose así el ciclo 
(Figura 12.68), La oxidación del NADH ocurre en los pa- 
sos entre oxalacetato y succinato, restaurándose el balance 
de óxido-reducción. 

Propionibacterium también fermenta el lactato con la pro- 
ducción de propionato, acetato y СО», Esta fermentación 
anaerobia de lactato a propionato es de interés porque el 
lactato a su vez es el producto final de la fermentación de 
muchas bacterias (vénse Sección 12.19). Por tanto las bacte- 
rias del ácido propiónico son capaces de obtener energía 
anaeróbicamente a partir de un producto de fermentación 
generado por otras bacterias; esta estrategía se ha llamado 
fermentación secundaria, Precisamente es esta fermentación 
la importante en la elaboración del queso suizo. El cultivo 
iniciador es una mezcla de lactobacilos y estreptococos fer- 
mentadores más bacterias del ácido propiónico. Después 
de que la masa quesera se ha estrujado, las bacterias pro- 
piónicas se desarrollan rápidamente formándose los tipi 
сов ojos de los quesos, debido a la difusión del CO, por la 
тава quesera que tiende a acumularse en los puntos más 
débiles de la misma. En la fermentación, el lactato es oxi- 
dado hasta piruvato del que se genera el ácido propiónico, 
сото se indica en la Figura 12.68. 

El propionato también puede formarse por ferme 
ción del succinato como en el caso del género Propionige. 
nium. Este organismo по está relacionado ni filogenética ni 
ecológicamente con Propionibacterium, pero algunos aspec- 
tos de esta fermentación tienen considerable interés, Èn la 
Sección 17.20 se discuten algunos aspectos de esta fermen- 
tación. 


Bacteria Gram positivas con 
contenido en GC: 


Géneros Clave 
Mycobacterium 


El género Mycobacterium son bacilos, que en algún momen- 
to de su ciclo biológico tienen la propiedad de ser ácido 
alcohol resistente (AAR). Esta propiedad es debida a la 
presencia en la superficie de la micobacteria de unos com- 
Ponentes lipídicos únicos denominados ácidos micólicos y 
зе encuentran solamente en el género Mycobacterium, Fue- 
ron descubiertos por Robert Koch en sus trabajas pioneros 
sobre la tuberculosis; la propiedad de ser AAR permite un 
diagnóstico rápido en lesiones tuberculosas y ha significa- 
Чо sin duda una gran ayuda para la definición del género 
Mycobacterium. 


Tinción ácido alcohol resistente 
(Ziehl-Neelsen) 
Se usa una mezcla de fuchsina básica y fenol (fuchsina feni- 


сайа) en el procedimiento de tinción, usando calentamien- 
to lento pero progresivo para conseguir que el colorante 
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entre dentro de las células durante 2-3 minutos. El papel del 
fenol es facilitar la penetración del fenol en la capa lipídica. 


Una vez lavado con agua destilada, la preparación se deco- 
lora con ácido y alcohol; después de otro lavado se da una 
Coloración final con azul de metileno. Las bacterias AAR 

сото rojas, mientras que el fondo de la prepara- 
ción y las bacterias que no son ААК aparecen de color azul. 


Como se ha indicado, el componente responsable de 
peculiar comportamiento es el ácido micólico que es 
hidroxilípido de cadena larga y ramificado (Figura 
б). La reactividad radica en su grupo carboxilo que re- 
опа con el ion amonio de la fuchsina (Figura 12.690). 
tualmente estos lípidos se unen al péptido glucano de 
¡pared celular con lo que ésta adquiere una clara consis- 
da lipidica. Las micobacterías no se tiñen por el método 
Gram precisamente debido a este material lipídico; si el 
do se extrae con etanol, las cólulas resultantes ya no son 
sino Gram positivas normales. 


ísticas de las micobacterias 

¡micobacterias son bastante pleomórficas y pueden llevar 
cabo, bajo ciertas circunstancias, un crecimiento ramificado, 
embargo у cuando hacen esto, las ramificaciones se rom- 
(al contrario que en los actinomicetos (Sección 1224) 
ndo células bacilares normales; por todo ello se dice 
las micobacterias no generan un micelio verdadero. Se 
den separar en dos grandes grupos, de crecimiento lento 
ide crecimiento rápido (Tabla 12.29). Mycobacterium tubercu 
ез un típico de crecimiento lento, de modo que colonias 
aparentes solamente se visualizan en placa después de va- 
os días, incluso semanas (depende de la cepa) de incuba- 
(La razón del éxito de Koch, fue su paciencia pues 
suficientemente hasta que vio las colonias; Sección 
5). Cuando crecen en medio sólido, las micobacterias for- 
generalmente colonias apretadas y arrugadas que se 
sobre la placa en lugar de extenderse por la superfi- 
ira 12700). Esta formación es probablemente debida 

to ¡contenido lipídico y a la naturaleza hidrofóbica de la 


La mayor parte de las micobacterias tienen relativa- 
requerimientos nutricionales simples. El creci- 

йо normalmente ocurre en medios de sales minerales 
les con amoníaco como fuente de nitrógeno y glice- 


ABLA 12.29 


o) Fuchsina básica. 


Î Figura 12.69 f Estructura del (a) ácido micólico y (b) fuchsina bást- 
<a. colorante en ia tinción де сло alcohol resistentes. La uchsin se 
combina con e! acido писойсо a traves de enlaces ionicos entre СОО 
уны; 


rol о acetato como fuente de carbono y donador de elec- 
trones en aerobiosis. El crecimiento de Mycobacterium tu- 
berculosis es estimulado por lípidos, ácidos grasos, yema 
de huevo (una buena fuente de lípidos) que pueden aña- 
dirse al medio de cultivo para conseguir crecimientos más 
rápidos. El medio de Lowestein-Jens сего! + hue- 
vo completo) es el medio habitual para 
mario de este microorganismo en lesiones patológicas, 
Quizás debido al alto contenido lipídico en sus paredes 
celulares, es por lo que resiste al álcali о fenol durante pe- 
riodos de tiempo considerables; esta propiedad se utiliza 
рага el aislamiento del microorganismo a partir de еври- 
tos de pacientes. El esputo se trata con 1N NaOH durante 
30 minutos y después de neutralizada la sosa, se siembra 
sobre el medio de aislamiento. 

Una característica de muchas micobacterías es su capa- 
cidad de formar pigmentos carotenoídicos amarillos (Fi- 
gura 12.706). Basado en su pigmentación, las micobacterias 
pueden clasificarse en tres grupos: no pigmentadas (inclu- 
yendo Mycobacterium tuberculosis, M. bovis); las que forman 


Ninguna 
Colonias viejas pigmentadas 
(Figura 1270) 
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Figura 1270 


Morfología caracteristica de las colonias de micobacterias. (a) Mycobacterium tuberculosis mostrando la apariencia compac: 


ta y arrugada de la colonia. Diámetro de la colonia 7 mm. (0) Colonia de сера patógena de M. tuberculosis en fase temprana mostrando el crac- 
miento tipico «en cuerda». Las células individuales tienen un diámetro de 0.5 um (Véanse también los dibujos de esta bacteria realizados por Robert 
Koch, Figura 1.13). (с) Colonias de М. avium aislado como patógeno oportunista de un paciente de SIDA. 


pigmentos solamente en presencia de luz (fotocromogéni- 
cas; М. kansasii, M. marinum) y las que forman pigmentos 
incluso en la oscuridad (escotocromogénicas; М. gordonae, 
М. paraffinicum). La fotoinducción implica, como es habi- 
tual en los seres vivos, a la luz azul y al oxígeno. La evi- 
dencia actual indica que el acontecimiento crítico en la 
fotoinducción es una oxidación catalizada por luz y pare- 
се que uno de los primeros enzimas en la síntesis de caro- 
tenos es fotoínducido. Se ha sugerido que los carotenoides 
protegen a estas micobacterías de daño oxidativo que im- 
plican singlete de oxígeno (Sección 6.13). 

La virulencia de los cultivos de Mycobacterium tubercu- 
losis se ha correlacionado con la formación de estructuras en 
forma de cuerda en agar o medio líquido, debido a la agre- 
gación lateral de bacilos encadenados (Figura 12.70b). Este 
crecimiento es debido a la presencia en la superficie celular 
Че un glicolípido o factor cuerda (Figura 12.71). La pato- 
génesis de la tuberculosis se discute en detalle en la Sec- 
ción 265, 


Ж 12.22-12.23 Revisión de conceptos — 


as bacterías Gram positivas de alto contenido en GC incluyen 
organismos como Corynebacterium, Propionibacterium: y Myco- 
bacterium. Fundamentalmente, son habitantes saprofitos del sue- 
lo pero Mycobacterium tuberculosis es el agente etiológico de la 
tuberculosis. M. tuberculosis tiene una superficie li 
quiere de procedimientos especiales de tinción (ti 
para observar las células al microscopio. 


Y ¿Quées división por fractura y qué microorganismo la prac- 
tica? 

/ ¿Qué microorganismo está implicado en la maduración del 
queso suizo y qué compuestos químicos son los responsa- 
bles del sabor? 

Y ¿Qué es el ácido micólico, qué microorganismo lo produce 
у qué propiedades confiere esta sustancia а las células que 
losintetizan? 


IA Estructura де -tactor cuerda», un glcolipido de mi- 
cobacterias: 6.6 -dimicolltrehalosa, Los dos dialcoholes idénticos de: 
cadena larga se muestran en púrpura, 


Bacteria Gram positivas 
filamentosas, con alto contenido 
en GC: Streptomyces y otros 
actinomicetos 


Géneros clave 


Streptomyces 
Actinomyces 


Los actinomicetos son un grupo de microorganismos fila- 
mentosos, dando como resultado un crecimiento en forma 
de red llamado micelio (Figura 1272). Aunque las dimen- 
siones son mucho más reducidas que el micelio de los hon- 
gos (Figura 14.19), son en muchos sentidos comparables, 
La mayoría de los actinomicetos forman esporas y la forma 


Фа, mostrando crecimiento flamentoso (micelio). Cada filamento tiene un dià- 
metro de 0,8-1 ym. 


еп que éstas se forman y se agrupan se usa en la separa- 
ción de los subgrupos, como se indica en la Tabla 12.30. La 
composición del DNA cae en el rango de 63-78% GC y los 
organismos en el extremo alto son las bacterias conocidas 
que más alto índice GC poseen. Filogenéticamente los acti- 
nomicetos forman un grupo coherente; por tanto la carac- 
terística de miceliar y esporular no sólo es de significado 
taxonómico sino también evolutivo, En la presente sección 
se tratará solamente el género Streptomyces. 


Grupo corineforme; bacilos a menudo en forma de porra, morfológicamente variables, по AAR; 
división por fragmentación 
кетт. tinción irregular a menudo con gránulos; forma de porra; profits, patógenos de animales o de plantas s15 
їлгї: morfogénesis compleja con estadios cocoides o Басыл. 5970 
mons morfologia que recuerda а corinebacterias; digieren muy activamente la celulosa; anserubios facultativos 7173 
acilos con extremos redondeados, normalmente en cadenas. cocohdes cuando viejos зза 
term: mortogenesis que recuerda a las artrobacteras; queso y prel wer 
del ácido propiónico: de anaerobios  aerotolerantes; bacilos o filamentos, ramificados 
jiacterium mòvil, aerobio о servtlerante; produce Ácidos propiónico y acético derivados lecheros (queso suizo); 5368 
puedo ser patógeno 
priim: anaerobios estrictos; produce mezcla de ácidos orgánicos incluyendo butrio, acético, fórmico y láctico; intestino, — 26-48 
Infecciones de tejidos blandos: probablemente el microorganismo dominante de la ora intestinal 
los estrictos 
uctriu: mucrocolonias lisas, sin filamentos; células corinefarmes Frecuentes tracto intestinal de Lactantes 5547 
erium: homoacetógeno; sedimentos y alcantarillado 3945 
айт: bacilos curvos; rumen №42 
пактта bacilos ermoiicos que se encuentran en manantiales calientes эз 
mycetes: filamentosos, frecuentemente ramificados; muy diversos 
Grupo L Actinomycetes no AAR; serbus facultativos; sin micetto: bacilo, cocendes o células corineformes 
oyes anaerobio a aerobno facultativo, microcolonias filamentos, lamentos dan cocos transitoriamente; pueden ser 
palûgencs para hombres y animales; en cavidad oral 
тете. Arachnis. Boterionema, Каћа, Agromuces 
IL Mycobacteria: AAR: lamentos transitorios 
айел patógenon, арти: acrubios estricto; contenido lipidico celular muy alto; ceras, ácido micólico; лө 
nutrición simple crecimiento lento tuberculosis, kept granulomas, tuberculosis aviar; también еп cl suelo 
ML Actinomicetos fiador de nitrógeno simbientes de plantas: produce verdadero micelio 
forma nódulos de dos tipos en raíces de varias plantas; probablemente micraerofilico; crecimiento lento fja nitrógeno — 6772 
IV Actinoplanes, se produce verdadero micelio; esporulado con esporas dentro de esporanglos Actinoplaes. 
енетин өл 
АУ Grupo Dermatophilus: los filamentos micelianes se dividen transversalmente en dos planos para formar masas 
к aéreo; ocasionalmente responsable de infecciones epidérmicas 
ории, Gevdermatophilus 5675 
VI Las Nocanhas: Los hlamentos miceliares se ragmentan para dar elementos bacilays y cucoides; esporas aéreas; 
fa veces AAR: contenido pidio de pared celular muy alto 
microorganisme indigena del suelo; aerobio estricto; utiliza hidrocarbonos 6172 
us saprofita del suelo, común en intestino de insectos 5ta 
VIL Estreptomicetos: el micelio permanece intacto; abundante miceho aéreo y cadenas largas de esporas. 
vs: casi 500 especies; muchas productoras de antibióticos 0935 
géneros (diferenciados morfológicamente):Streptoseticillun, Sporichtlnya, Масто Порог, Kitasatoa, Chainia 6773 
VIII. Grupo de las Micromonosporas; micelio intacto: esporas únicas, pares o cadenas muy cortas; algunas son 
ficas; saprofitos del suelo; recicladotes de materia vegetal. una especia produce endosporas 
uspora Microrpura, Thermobispora, Thermoactimonraces. Thermemonospora 5. 


camente todas las especies (excepto para Acetouctriam. Buty, y Thermeunacrctucter) pertenecen a Bastens Gram positivas con ato GC. 
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Streptomyces es un género representado por un gran nú- 
mero de especies y de variedades. Se reconocen más de 500 
especies de este género con su GC agrupado en el rango 
69-73 mol %. Los filamentos de Streptomyces tienen usual- 
mente entre 0,5 y 1,0 um de diámetro, de longitud indefi- 
nida y frecuentemente sin septos. El crecimiento ocurre en 
el extremo de las hifas y va acompañado de ramificación, 
por lo que la fase vegetativa está formada por un entrama- 
do de hifas enmadejadas que da lugar a la colonia. А me- 
dida que ésta envejece, se desarrollan elementos aéreos o 
esporóforos que dan lugar a las esporas (Figura 1273). Las es- 
рогаз no están, en modo alguno, relacionadas con las en- 
dosporas de Bacillus o de Clostridium, ya que las esporas de 
los estreptomicetos se forman simplemente por tabicación 
Че un esporóforo multicromosomal y cada tabicación ge- 
nera una espora o conidio individual. Las diferencias en 
las formas de los elementos aéreos y de cómo éstos se agre- 
gan y las diferentes estructuras portadoras de esporas, co- 
lor, ornamentación etc, son características fundamentales 

ue se tienen en cuenta para la clasificación de las especies 
del género Streptomyces (Figuras 1275 y 12.768). La apa- 
riencia pulverulenta de la colonia madura y su color y ol 
hace fácil la identificación del género en placas de agar (Fi 
gura 12.760), 


Ecologia y aislamiento de Streptomyces 
Aunque se pueden encontrar algunas especies de los es- 
treptomicetos en medios acuáticos, son fundamentalmen- 


GEE veosañas de diversas estructuras portadoras de 
esporas de actinomicetos. (a) Streptomyces, un tipo monoverticiado. 
(6 Streptomyces, un tipo espiral. El diâmetro de los filamentos es en 
ambos casos de 0,8 um. 


e 


Fase de  Tiabuzón Septación — Engrosamiento Maduración 
Crecimiento apical — delápice — delasparedes de esporas 
celulares 
y constricción 


Diagrama de los estados өп la conversión de una 
hifa aérea de un estreptomicato (esporoforas) en esporas (conidios), 


sin espirales. 


Varios tipos de estructuras portadoras de esporas 
en оз estreptomicetos. 


Streptomyces (a) Colonias de Streptomyces y otra 
lelo procedentes de la inoculac 
о en una placa de agar con caseina y almidón. Las colonias de 


¡roptompces muestran vanos colores (algunas colonas 


л de una dilución de 


regras se von 
Eno londo). Estas colonias pueden опий 

osas, opacas y compa 

соко 


taciment 
з. (2 Detalle de colonias de 


lehabitantes del suelo. De hecho, el olor característico que 
белеп a tierra es debido a unos 


netabolitos especiales de 
nominados geosminas. Son sesquiterpenoides, compuestos 
aromáticos insaturados de carbono, oxigen 
(Опо muy común es el trans-1,10-4 
gunas cianobacteri 
Sección 12.26) 

Los pHs alcalinos y neutros son más favorables para el 
Iesarrollo de los estreptomicetos que los ácidos. Se encuen 
an en elevado número en suelos bien dre 
ubiertos con fangos. Existen ciertas evidencias de que los es 
Ileptomicetos requieren bajo potencial de agua para el cre- 
dimiento, más bajo que otro tipo de bacterias. El aislamie 
ide Streptomyces a partir de m 
ente fácil: se siembra en medio selectivo una suspensión de 
suelo en agua estéril y se incuba а 25°С (Figura 3074), Los 
medios habituales contienen las sales inorgánicas necesarias 
las que se puede añadir almidón, asparra; 
dico como fuente de carbono y caseína no digerida o nitrato 
potásico, como fuente de nitrógeno. Después de una incu- 
ación de 5-7 días en aire, se examinan las placas para colo- 


(йаз características de Streptomyces (Figuras 1276 y 1277) y 


e hidrós 
til-trans-9-Fecalol. AL 
también producen geosminas (ase 


jestras de suelo es relativa 


se pueden utilizar las esporas de colonias interesantes para 
el cultivo puro. Nutricionalmente son muy 
versátiles. Es raro el requerimiento de factores de crecimiento 
y pueden utilizar una gran variedad de compuestos como 
fuente de carbono tales como azúcares, alcoholes, ácidos or- 


islamiento e 


aminoácidos e incluso algunos compuestos aromá- 
ticos. La 


nensa mayoría de las especies producen enzimas 
extracelulares que les permiten utilizar sustratos complejos 
сото el almidón, celulosa о hemicelulosa, lignina, tanino o 
incluso gomas. A menudo, se pueden aislar los estreptomi- 
cotos sembrando directamente una dilución de suelo sobre 
medio alcalino que contenga polímeros como caseína o al- 


ПЕШЕР] оосо de Streptomyces. (a) Antibiosis de mi 
croorganismos del suelo. Las colonias más pequeñas rodeadas de 
топаз de mntubición son estreptomicetos: las más grandes son de una 
especie de Bacillus. (>) El antibiótico rojo undecil-prodigiosina está 
sendo excretado por colonias de Streptomyces coelicolor 
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midón (Figura 12764). Un aislado único puede ser capaz de 
utilizar por encima de 50 fuentes de carbono diferentes. Son 
aerobios estrictos y el crecimiento se ve favorecido por la 
utilización de aireación forzada. Normalmente en medio lí- 
quido no ocurre la esporulación, pero sí tiene lugar sobre la 
superficie de un medio sólido. 


Los antibióticos de Streptomyces 

Quizás la propiedad más sorprendente y extendida entre las 
especies del género Streptomyces es su capacidad de producir 
antibióticos (Tabla 12.31), Esta propiedad puede verse inclu- 
зо en las placas de agar utilizadas para el aislamiento inicial 
de Streptomyces: las colonías adyacentes de otras bacterias 
muestran zonas de inhibición (Figuras 12764 y 1277a; vénse 
Figura 307a). En algunos estudios, cerca del 50% de los es- 
treptomicetos analizados esta capacidad de producir anti- 
bióticos, Debido a la importancia médica e industrial de estos 
compuestos, quizás sea este el tema en que mayores recursos 
de investigación han invertido los países. Los estreptomicetos 
tomados globalmente producen más de 500 sustancias anti- 
bióticas diferentes y se sospecha que hay muchas más toda- 
vía (Sección 30.6), muchas de ellas ya se han identificado 
quimicamente (Figura 12.775). Algunas de las cepas producen 
más de un antibiótico que pueden no estar químicamente re- 
lacionados, El mismo antibiótico puede estar sintetizado por 
especies diferentes distribuidas en muy diferentes partes del 
mundo y aunque el productor de un antibiótico es resistente 
al antibiótico que produce, es sensible a los producidos por 
iros estreptomicetos: Made 6 abióticos producidos por 
este grupo de microorganismos han encontrado utilidad en 
medicina humana y veterinaria, así como en agricultura e in- 
dustria, Algunos de los antibióticos más comunes de los es- 
treptomicetos se listan en la Tabla 12.31, Se agrupan en clases 
según la estructura de su molécula. La búsqueda de nuevos 
antibióticos de estreptomicetos continúa, ya que muchas en- 
fermedades infecto contagiosas todavía no están controladas 
adecuadamente por los antibióticos actuales. También, porque 
el desarrollo de nuevas cepas resistentes obliga a tal búsqueda 

Irónicamente y a pesar del enorme esfuerzo investigador en 
torno а los estreptomicetos como productores de antibióticos 
y a que la industria del antibiótico es la que más dinero mue- 


ve, la ecología de este grupo de microorganismos está muy 
poco estudiada. El ecológico del porqué una cepa 
produce un antibiótico no está claro. Una hipótesis se basa en 
que ya que su producción está ligada al proceso de esporula- 
ción y éste ocurre en condiciones limitantes de nutrientes, el 
antibiótico garantizaría la no-proliferación y por tanto com- 
petencia de otros microorganismos en un medio ya pobre en 
nutrientes. Esta ventaja permitiría levar a cabo el proceso de 
esporulación y por tanto de aumentar las posibilidades de su- 
pervivencia. 


/_12.24 Revisión de conceptos 


Los etreptomicetos constituyen un amplio grupo de microor- 

ganismos filamentosos. Gram positivos y esporulados que se 

forman al final del micelio aéreo, Muchos de los antibióticos de 

gran impacto clínico como las tetraciclinas y neomicina vienen 

Че especies de Streptomyces. 

+ ¿En qué difieren las esporas y el proceso de esporulación 
en Streptomyces y en Bacillus? 

4 ¿Qué clase de organismo, energéticamente hablando, es un 
Streptomyces y a partir de qué tipo de compuestos obtienen 


estos organismos su energía? = 
4 ¿Por qué puede significar una ventaja para un estreptomi- 
celo el producir un antibiótico? 


IV PHYLUM 3: CIANOBACTERIAS 
Y PROCLOROFITOS 


Géneros Clave 


Synechococcus 
Oscillatoria 
Nostoc 


Las cianobacterias comprenden un gran grupo morfológk- 
camente heterogéneo de bacterias fototrófi Las ciano- 


La mayoría de Bacteria Gram negativas 


М. tuberculosis N. gonorrlwxe productor de penicilinasa 


Amplio espectro; solo en infecciones tópicas por su toxicidad 

Amplio espectro frente a Gram positivos y negativos, riquetsias y clamidias, 
asi como Micoplasma 

Сото las tetracilinas 

La mayoría de bacterias Gram positivas, frecuentemente utilizados en lugar 


де penicilina, Legionella 


Aminogficósidos — Estreptomicina: 
Neomicina 

Tetraciclinas Tetraciclinas 
Clorotetraaclina 

Macrólidos Eritromicina S. тут 
Clindamicina 5. lncolnensis 

Polienos. Nistatina S. тоште 
Anfotericina B 5. nodosus 

Ninguna Corantenicol S zenezuejae 


Efectivo frente a anaerobios estrictos, especialmente Bartersides fragilis 
Hongos, especialmente infecciones por Candida 
Hongos 


Amplio espectro; droga de elección para las fiebres tifoldeas 


* La mayor parte de os antibióticos son lectivos frente a diferentes Бота Las entradas en eta columna se refieren a aplicaciones en clinica de un antibiótico 
determinado, Las estructuras y modo de ación de тихс antibioticos = cogen en Las Sons 207-209 
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bacterias difieren en características clave de las bacterias Estructura y clasificación de las Cianobacterias 
rojas y verdes anoxifototróficas; concretamente las ciano- Та diversidad morfológica de las cianobacterias es im- 
"bacterias son, a todos los efectos, organismos fotosintéticos = presionante (Figura 12.78). Se conocen tanto formas uni- 
ú'oxigénicos. Representan uno de los reinos de Bacteria y tie- Celulares como filamentosas. Se pueden dividir en cinco 
пел una relación lejana con las bacterias Gram positivas grupos morfológicos: unicelulares que se dividen por fi- 
(véase Figura 12.1). El significado evolutivo de las ciano- — sión binaria (vérse Figura 12.784); unicelulares que se di- 
bacterias se discutió en la Sección 11.1 y es bastante proba- viden por fisión múltiple (colonial) (véase Figura 12.780); 
"ble que estos microorganismos fueron los primeros ѕегеѕ filamentosas con células especiales fijadoras de nitrógeno 
siendo aerobios, contribuyeron, gracias a la fotosînte- o heterocistos (véase Figura 12.78d 12.80); filamentosas 
oxigénica, a la formación del oxigeno en la рог pero sin heterocistos (véase Figura 12.78c); y filamentosas 
llanto responsables del cambio atmosférico de anóxico a — ramificadas (véase Figura 12.78), La Tabla 12.32 recoge 
ontener oxígeno. los principales géneros de cada grupo. Las células de cia- 


е 


@ to) 


EJ] Diversidad morfológica entre las cianobacterias: los 5 tipos principales morlológicos de cianobacterias. (a) Unicelular, ОЮео- 
¡Contraste de tases y diámetro 5-6 ym. (b) Colonial, Dermocarpa, contraste de fases. (с) Flamentosa, Oscillatoria, campo claro, diámetro 
de 15 ym. (а) Hatorocisto flamentoso, Anabaena, contraste de fases, anchura celular de 5 ym. (e) flamentosa ramificada, Fischeralla, 


Slorvtheee (Figura 1278a), Glarobacter, Synechococcus Cyanothece, 
x pasa Sunachacyetis, Chamaesiphon, Merismopedia 
Dermocarpu (Figura 1278), Xenococcus, Dermocarpella Pleuncapsa, 
de pequeñas células esférica llamadas —— Myrosercin, Chroocaccidiopsis 
dios producidos por fisión multiple 
Ш. Oscilatoriano: filamentos que se Oscillatoria (Figura 1278€), Spirulina, Arthrospira, Lyngbya, Microcoleus, 4067 
Por fisión binaria en un plano unico Pseudanabaena 

У. Nostocaleano: células filamentosas Anabaena (Figura 1278d), Nostoc, Calothrix, Nodularia Cylinodrosperum, 3846 
producen heterocistos Seytonema 

(V. Ramificaciones: células que forman Fischerella (Figura 1 


),Stigonema, Chloroglocopsis Hapalasiphon 4246 
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nobacterias tienen un tamaño que va desde el típico de 
una bacteria (0,5-1 jm de diámetro) hasta células de has- 
ta 60 ит de diámetro (en la especie Oscillatoria princeps, 
Figura 4.440). 

La estructura de la pared celular de algunas cianobac- 
terias es semejante a la de bacterias Gram negativas y pre- 
sentan peptidoglucano en la misma (Figura 12.79). Muchas 
cianobacterias producen envueltas mucilaginosas, vainas 
«їс. que reúnen a muchas células y filamentos todos jun- 
tos (véase por ejemplo la Figura 1278a). Las membranas 
lamelares fotosintéticas son a menudo complicadas у for- 
man multicapas (Figura 17.106), aunque en formas sim. 
ples de cianobacterias, las lamelas están organizadas en 
formas concéntricas en la periferia del citoplasma (Figura 
12.79). Las cianobacterias tienen una sola forma de cloro- 
fila, la clorofila a y todas ellas tienen pigmentos bilipro- 
teicos (ficobilinas) (Figura 17.100) que funcionan como 
pigmentos accesorios de la fotosíntesis. Una clase de fico- 
bilinas, las ficocianinas, es azul y junto con el verde de la 
clorofila es el responsable del color azul verdoso de estos 
icroorganismos. Sin embargo, algunas cianobacterias 
producen ficoeritrina, una ficobilina roja y estas especies 
son rojizas. 


Variaciones estructurales: vesículas de gas 

y heterocistos 

Entre las estructuras citoplasmáticas que se ven en las cia- 
nobacterias están las vesículas de gas (Sección 4.14), que 
son muy comunes en las especies que viven en aguas libres 
(especies planctónicas), su función es regular el índice de 
flotabilidad celular para ubicarse en la zona óptima de ilu- 
minación para la fotosíntesis. Algunas especies forman he- 
terocistos, que son redondos y aparentemente vacíos, 
usualmente distribuidos regularmente en los filamentos о 
en un extremo (Figura 12800). Se originan por diferencia- 
ción de una célula vegetativa y en ellos ocurre la fijación del 
nitrógeno (reducción de N, hasta NH, Sección 17.28). En 
Anabaena, una cianobacteria con heterocisto bien estudiada, 
ocurre un ordenamiento gónico de primera magnitud para 
originar un grupo de genes nif que se expresan como una 
unidad (Sección 17.28). Los hoterocistos tienen conexiones 


аъ ай. 2 
Micrografía electrónica (соле fino) de la cianobac- 


па Synechococcus lividus. Una célula tiene un diámetro de 5 ym. 
Nétense los tlacoides dispuestos paralelamente а la pared celular 


intercelulares con células adyacentes y existe intercambio. 
mutuo de materiales entre ellas, con productos derivados 
de la fotosíntesis que se dirigen a los heterocistos y pro- 
ductos derivados de la fijación de nitrógeno que se dirigen 
hacia las células vegetativas (Figura 12,800). Los heterocis- 
tos tienen poca ficobiliproteína y carecen del fotosistema Il 
El fotosistema que produce oxígeno y genera poder reduc- 
tora partir de HO (véase Sección 17.25). Sin él son incapaces. 
de fijar el CO, y por tanto carecen de donador de electrones 
necesario para la reducción del nitrógeno molecular; el car- 
bono fijado en células adyacentes, que es importada por las 
heterocistos por las comunicaciones especiales, resuelve este 
problema (Figura 12.800) 

Los heterocistos están rodeados por una gruesa pared 
celular que contiene grandes cantidades de glicolípidos, 
que sirve para retardar la difusión de oxígeno a la célula, 
debido a la sensibilidad de la nitrogenasa al oxigeno (Sec- 
ción 17.29). Parece plausible que el heterocisto, mante- 
niendo unas condiciones anóxicas, estabiliza el aparato 
fijador de nitrógeno en unos organismos que no solamen- 
te san aerobios, sino que además generan oxígeno en la fo 
tosíntesis. De hecho, algunas cianobacterias filamentosas 


Heterocistos — 


Т Heterocistos L T 1 
Células vegetativas. Células vegetativas 
e 
Heterocistos. (a) Heterocistos de la cianobactera 


Anabaena. Los heterocistos sirven para la fjación de nitrógeno en las 
cianobacterias. (b) Modelo de función de los heterocistos. El heterocisto 
carece de la capacidad de producir oxigeno (Fotosistema Il, Sección 
17.5) у obtiene el poder reductor necesario para la fjaciôn del nitroge- 
то de la materia orgánica producida por las células vegetativas adya- 
centes. La glutamina es la forma en que se transporta el nitrógena. 
ado de los heterocistos a las células vegetativa. 


sin heterocistos producen nitrogenasa y fijan nitrógeno en 
células vegetativas si ве las crece anaeróbicamente burbu- 
jeando vigorosamente nitrógeno para eliminar el oxígeno 
disuelto. 


Cianoficina y otras estructuras 
La microscopia electrónica revela la presencia de cianofi- 
gina en muchas cianobacterias. Es un copolimero de ácido 


aspártico y arginina: 


Asp —Asp— Азр — Asp— Asp— 
т dl 0 
Arg Arg Arg Arg Arg 


Y puede constituir hasta el 10% de la masa celular, La 
Ganoficina es una reserva de nitrógeno en muchas ciano- 
terias y cuando escasea el nitrógeno en el me 

biente, el polímero es degradado y utilizado. La cianoficina 
fstambién una reserva energética. La arginina derivada de 
«йез hidrolizada para dar ornitina con producción neta de 
Тра través del enzima arginina dihidrolasa siendo el car- 
Бао fosfato un intermediario (Sección 17.19) 


Arginina + ADP + P, + H:O — 
Ormitina + 2NH, + СО, + АТР 


arginina dihidrolasa está presente en muchas cianobac 
y puede funcionar como una fuente de ATP durante 
os de oscuridad. 
Muchas cianobacterias presentan movilidad deslizan- 


Munca se han descrito verdaderos flagelos. El desliza- 
Мо ocurre cuando las cianobacterias se encuentran 
sustratos sólidos, con otras células o con filamentos. 
algunas cianobacterias este tipo de movimiento no es 
Jemente un movimiento translacional sino que va 
¡pañado con rotaciones y flexiones de los filamentos. 
mayoría de las especies tienen movimiento direccional 
la luz (fototaxis) y quimiotaxis (Sección 4.12). 

Entre las cianobacterias filamentosas es frecuente la 
sentación para generar los hormogonios (Figura 
Ha y b) que se deslizan independientemente del fila 
йо inicial. En algunas especies se forman esporas de 
tencia o acinetos (Figura 1281c) que protegen al or- 
о durante periodos de oscuridad, sequedad o con- 
lación. Se trata de células con paredes celulares más 
5 y que germinan por ruptura de la pared externa 

[regeneración de un nuevo filamento. Sin embargo, in- 
las células vegetativas de muchas cianobacterias 
relativamente resistentes a la sequedad y bajas tem- 
turas. 


ía de las cianobacterias 
nutrición de las cianobacterias es muy simple. No re- 
егеп vitaminas y utilizan nitrato o amoníaco como 
de nitrógeno. La fijación de nitrógeno es una ca- 
fstica frecuente. La mayoría de las especies son fo- 
fas obligadas, aunque algunas estirpes asimilan 
¡puestos orgánicos tales como glucosa y acetato siem- 
¡y cuando la luz esté presente (fotoasimilación). Algunas 
icterías, principalmente las especies filamentosas, 
en crecer en la oscuridad con glucosa u otros azúca- 


© 


Diferenciación estructural en cianobacterias fiia- 
imentosas. (a) Estados iniciales de formación de hormogonios en Os- 
cillatória. Nótese el espacio vacio donde el hormogonio зе está 
separando del filamento. (b) Hormogonio de una especie más paque- 
ба de Oscillatoria. Nótese que las células en ambos extremos son re- 
dondeadas. Microscopía de contraste por interferencia Nomarski, (c) 
Acineto (еврога) de Anabaena (contraste de fases), 


res, utilizando el material orgánico como fuente de carbo- 
no y energía 

Hay diversos productos metabólicos de las cianobacte- 
rias que tienen una importancia práctica considerable, Mu- 
chas, producen potentes neurotoxinas que pueden llegar a 
matar a animales que beban de agua contaminada. Muchas 
cianobacterias son las responsables del olor y sabor a tierra 
enel agua debido a la producción de geosmina (trans-1,10-di- 
metil-trars-9-decalo!). Esta misma sustancia es producida por 
muchos actinomicetos (wase Sección 12.24) que es la respon- 
sable del distintivo olor a suelo húmedo recién removido. 
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Ecología y filogenia de las cianobacterias 
Las cianobacterias están ampliamente distribuidas en la 
naturaleza en medios terrestres © acuáticos (tanto agua 
dulce como salada). En general son más resistentes a me- 
dios extremos que las algas y muy a menudo en géiseres 
о manantiales de agua caliente son los únicos microorga- 
nismos representantes de fotosíntesis oxigénica (Tabla 6.1). 
Muchos miembros de este grupo se localizan sobre la su- 
perficie de las rocas e incluso dentro de ellas (Figura 14.29). 
En suelos desérticos que están sujetos a luz solar intensa, 
las cianobacterias forman una costra sobre el suelo, per- 
maneciendo en estado durmiente la mayor parte del año, 
creciendo solamente durante el corto invierno y primave- 
ra. En medios marinos poco profundos con agua templa- 
da se forman capas considerables de cianobacterias. De 
igual manera, en lagos de agua dulce, especialmente aque- 
llos ricos en nutrientes, pueden desarrollar autenticas ex- 
plosiones de crecimiento cianobacterial (Figura 19.100). 
Algunas pocas son simbiontes de helechos o cicadíneas 
y un buen número son simbiontes de los líquenes. En el 
caso de la pteridofita acuática Azolla (Secciones 17.28 y 
19.22) se ha descrito un endofito del género Anabaena que 
fija nitrógeno que utiliza la plant 
Se ha determinado la composición en GC del DNA de 
muchas cianobacterias. Aquellas que son unicelulares pre- 
sentan un índice GC entre 35 y 71%; un rango tan amplio 
que inmediatamente nos sugiere que el grupo incluye ele- 
mentos con muy poca relación entre sí. Por otra parte, los 
valores de las que forman heterocístos varían mucho me- 
nos, entre 38 y 46% GC. Filogenéticamente las cianobacte- 
rías se agrupan en linajes morfológicos. Los filamentosos 
con hoterocistos y sin heterocistos forman grupos distintos, 
como ocurre con las formas ramificadas. Sin embargo, las 
cianobacterias unicelulares son filogenéticamente muy di- 
versas con diferentes representantes que tienen relaciones 
filogenéticas con diferentes grupos morfológicos. 


[ШЕ] Proctoronitos y cloroplastos 


Géneros clave 


Prochlorococcus 
Prochloron 
Prochlorothrix 


Los proclorofitos son fototrofos oxigénicos que contienen 
clorofila a y b pero que no contienen ficobilinas. Los pro- 
clorofitos por tanto se asemejan a las cianobacterias (ya que 
son procariotas y producen clorofila a) y a los cloroplastos 
de las plantas (porque poseen clorofila b en lugar de fico- 
bilinas). Filogenéticamente, sin embargo, los proclorofitos 
muestran claros signos de relación con las cianobacterias, lo 
que demuestra que compartieron un antecesor común 


Prochloron 

Prochloron fue el primer proclorofita descubierto. En la na- 
turaleza se encuentra simbionte de invertebrados marinos 
(ascidias) y no han sido cultivadas en el laboratorio (todos 
los estudios de este organismo derivan de material recogi- 


do de muestras naturales). Son células esféricas (Figura 
1282) con diámetro de 8-10 дтп. La microscopía electróni- 
са (Figura 14.6) revela que Prochloron tiene tilacoides que 
recuerdan a los de los cloroplastos. Otra prueba de que. 
Prochloron filogenéticamente, es un miembro de Bacteria es 
la presencia de ácido murámico en su pared, lo que indica 
que tiene peptidoglicano (Sección 4.8). Los carotenos рге 
dominantes son el В caroteno y la zeaxantina. Probable 
mente existen diversas especies de este género, pero 
extremo no se puede confirmar hasta que se puedan culti- 
var en cultivo puro. 


Prochlorothrix y Prochlorococeus 
Prochlorothrix es un proclorofito filamentoso (Figura 1289) 
que puede crecer en cultivo puro, Como en el caso de Proch” 
loron, Prochlorothrix contiene clorofila a y b y carece de fie 
cobilinas, aunque los tilacoides están menos desarrollados 
que en Prochloron (comparar las Figuras 1282 y 12.83), 
Un proclorofito más reciente, Prochloracoccis, habita la 
zona eufótica de los océanos. Las células de estos fototrolos: 
son cocos pequeños, miden menos de 1 um de diámetro (Hi 
gura 19.114). Contiene clorofila b y carece de clorofila a; еп sU 
lugar produce una forma modificada: clorofila a divinilica, 
Сото forma carotenoídica produce a caroteno en lugar de 
Bcamteno, siendo la primera vez que se describe en el mun 
do procariótico. Debido a que su número en océanos es res 
lativamente alto (10°-10° células/ml), estos proclorofitos 
probablemente representan formas importantes de produc- 
tones primarios. Se han aislado otras formas relacionadas сот, 
ellos incluyendo Acaryochloria (Figura 1283c) que contiene 
clorofila d como pigmento más importante que precisamen- 
te se encuentra en bastantes algas eucarióticas (Sección 14.12). 


Proclorofitos, cloroplastos y evolución 

Basándonos en los planteamientos sobre endosimbiosis ек- 
puestos en la presente obra (Secciones 2.6, 11.3 y 14,5), el sig 
nificado evolutivo de los proclorofitos debería ser aparente. 
Hasta el descubrimiento de los proclorofitos, se asumía que: 
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_Wbcirónica со 
шге clorofila d como principal pigmento. Diámetro celular de 1,5 ут. 


el cloroplasto se originó por asociación endosimbiótica de 
"una cianobacteria con una célula encariótica primitiva. Sin 
baro esta hipótesis nunca satisfizo al mundo científico: 
¡cómo el cloroplasto de las plantas verdes produjo el pig- 
Mento que tiene actualmente si se originó de una cianobacte- 
їй endosimbiótica que contenía ficobilinas en lugar de 
idorofila 11b? La hipótesis de que un proclorofito en lugar de 
luna cianobacteria, era el antecesor de los cloroplastos de 
tas era mucho más atractiva. Sin embargo un análisis fi- 

ico exhaustivo no demuestra que los Prochloron, Proch- 
orwcoccus, y Prochlorothrix sean los antecesores directos de 
Mos cloroplastos de las plantas verdes; en su lugar, parece ser 
¡que existió un ancestro común del que salen las ramas evo- 

livas para proclorofitos, cianobacterias y cloroplastos. 

Por tanto una hipótesis a tener en cuenta es la que con- 
ета un ancestro común para cianobacterias y proclorofi- 
os que contendría ficobilinas y clorofilas ademas de la 

ila a, clorofilas b o d; a partir de él, el linaje cianobacte- 
бапо evolucionó perdiendo las clorofilas accesorias mien- 

¡que el linaje proclorofita lo hizo perdiendo las ficobilinas. 
Los pigmentos complementarios que actualmente encontra- 
"mos en ambos grupos representan la mejor combinación para 
poder subsistir en sus hábitat particulares. 


12.25-12.26 Revisión de conceptos 


Las clanobacterias y los proclorofitos son procariotas fotosinté- 
its oxigénicos. Los proclorofitos difieren de las cianobacterias 
ique los proclorofitos contienen clorofila b o у carecen de fi- 
cobilinas El oxigeno de la tierra se piensa que se originó a par- 
Arde la fotosíntesis cianobacteriana. 


7 Describa al menos tres formas en que las cianobacterias di- 
бегеп de las bacterias púrpuras 


fino) mostrando la organización de las membranas internas. Diámetro celulas de 2 ym. (с) Acaryochioris. Este prociorafito.con- 


¿Qué es un heterocisto y cuál es su función? 

4 ¿En qué se asemejan y difieren las cianobacterias, procloro= 
fitos y cloroplastos? 

4 ¿Cuál es el significado ecológico de Prochlorococcus? 


V PHYLUM 4: CLAMIDIAS 


[12.27 | Clamidias 


Géneros clave 
Chlamydia 


Los microorganismos del género Chlamydia son parásitos 
obligados con poca capacidad metabólica que forman un 
phylum separado (véase Figura 12.1). Se reconocen tres es- 
pecies de Chlamydia (Tabla 12.33): С. psittaci, agente cau- 
sal de la psitacosis; С. trachomatis, el productor del tracoma 
y otras enfermedades humanas; y С. pneumoniae, produc- 
tor de diversos síndromes respiratorios (Tabla 12.33), La 
psitacosis es una enfermedad epidémica de pájaros que 
eventualmente puede pasar a humanos dando cuadros 
pseudoneumónicos. El tracoma es una enfermedad debili- 
tante del ojo caracterizada por la formación de cicatrices y 
vascularización de la cornea que conduce a la ceguera. 
Otras estirpes de С. trachomatis infectan el tracto genitou- 
rinario, de modo que la infección clamidial es una enfer- 
medad preponderante actualmente dentro del capítulo de 
enfermedades de transmisión sexual (Sección 26.13). La 
comparación y propiedades de С. psittaci, С. trachomatis у 
Cpenumonia se muestran en la Tabla 1233. 


Hospedador Humanos 
Sitio común de infección Membrana mucosa 
Transmisión entre humanos Común 

Mol % GC 4245 

Homologia (%) con C trachomatis 100 

(hibridación DNA:DNAJ” 

DNA, Kpb/genoma (E. сй = 4600) 1000. 

Enfermedades humanas. Tracoma, otitis media 
Uretritis, inflamación de 
uretra Linfogranuloma 
venéreo 


Enfermedades de animales domésticos 


* Para una explicación sobre hibridación ОМА ОМА ойне Sección 11% 


Propiedades moleculares y metabólicas 
Además de ser bacterias patógenas, las clamidias son in- 
trigantes para cualquier microbiólogo a consecuencia de 
su biología, evolución y metabolismo. Los estudios bio- 
químicos muestran que tienen paredes celulares del tipo 
de las bacterias Gram negativas, que contienen DNA y 
КМА y que por tanto son células у no virus, Se reproducen 
por división binaria (Figura 12.84). La capacidad biosinté- 
tica de las clamidias es más restringida que incluso la de las 
riquetsias, el otro grupo de bacterias parásitas intracelula- 
res (véase Sección 12.13), de hecho durante algún tiempo 
se pensó que eran parásitos energéticos, obteniendo de sus 
arasitados no solo intermediarios biosintéticos sino tam- 
bien el propio АТР Esto último, sin embargo no se man- 
tiene después de concluir la secuencia del genoma de 
C. trachomatis (Sección 15.3), pues en él puede fácilmente re- 


СЕРЕД Micograîa electrónica (соте ino) de una саша en 
división (cuerpo reticulado) (véase Figura 12.85) de Chiamycla psitta- 
‘ci, un miembro del grupo de psitacosis, en una célula de ratón en cul- 
tivos de tejidos. Diámetro de una clamidia de 1 um. 


Pájaros, mamileros Humanos 
Ocasionalmente humanos 

Sinas múltiples Mucosa respiratoria 

Raro Probable 

sa 40 

10 10 

so > 1000 

Psitacosis Sindrome respiratorio 


Clamidiass aviar (loros, periquitos) 
Neumonía, artritis sinovial, 
Conjuntivitis (gatos, corderos. 
terneros, lechones) 


conocerse la presencia de genes para la síntesis de ATP e in- 
cluso los que dirigen la síntesis de peptidoglucano, lo que 
indica que tienen el potencial génico de poseer este com- 
puesto de pared celular, aunque los análisis den resulta- 
dos negativos. 

Otras características interesantes del cromosoma de 
C. trachomatis incluyen el hecho de que carecen del gen co- 
dificante de la proteína FtsZ, una proteína clave implicada 
en la formación del septo durante la división (Sección 6.1) 
de la cual se pensaba era indispensable en toda célula de 
organización procariótica tanto Bacteria como Archaea. Ade- 
más algunos de los genes tienen una clara apariencia eu- 
сагібііса lo que indica que en su evolución los han tomado 
© adaptado a su parasitismo de células eucarióticas (Tabla 
12.33; Secciones 21.7 y 26.13). 


Ciclo celular de Chlamydia 

El ciclo celular de un miembro típico del género Chlamydia 
se muestra en la Figura 12.85. Se pueden reconocer dos ti- 
pos celulares: uno denso y pequeño llamado cuerpo ele- 
mental, que es relativamente resistente a la desecación y 
uno más grande y menos denso llamado cuerpo reticula- 
de que se divide por división binaria que esla forma vege 
tativa. Los cuerpos elementales son células especializadas en 
la transmisión pero no son multiplicativas, mientras que 
los reticulares se han especializado en la multipli- 
cación intracelular. Al contrario que las riquetsías (véase Sec- 
ción 12.13), las clamidias no se transmiten por artrópodos 
sino que primariamente son trasmitidos vía aérea al siste- 
ma respiratorio, de aquí la importancia de os cuerpos ele- 
mentales a la desecación. Cuando un virus infecta una 
célula pierde la integridad у libera el ácido nucleico, Sin 
embargo, cuando un cuerpo elemental entra en una célula, 
aunque cambia de forma, permanece como una unidad es- 
tructural que crece y lleva a cabo división binaria. En la Fi- 
gura 1284 puede verse un cuerpo reticulado. Después de 
una serie de divisiones las células vegetativas se convierten 
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en cuerpos elementales que se liberan cuando la célula se 
desintegra pudiendo infectar entonces otras células. Se han 
calculado tiempos de generación de 2-3 horas para los cuer- 
pos reticulados, lo que es un crecimiento considerablemente 
más rápido que en las riquetsias. Por tanto, las clamidias 
parece que han evolucinado eficientemente como раг 
tos intracelulares a costa de perder funciones propias y des- 
arrollar formas de resistencia para la transmisión (Tabla 
12.34). No es por tanto sorprendente que las clamidias ha- 
yan sido asociadas con tan diferentes síndromes (Tabla 
1233; Sección 26.13). 


/ 12.27 Revisión de conceptos 


Las clamidias son bacterias parásitas extremadamente peque- 
ñas que producen diversas enfermedades en humanos, Poseen 
un genoma pequeño y son deficientes en muchas funciones me- 
tabólicas 


/ Utilizando los datos de la Tabla 12.34 сото guía, ¿cómo 
pueden diferenciarse las clamidias de las riquetsias y de los 


virus? 
¿Cuál es la diferencia entre el cuerpo elemental y el reticu- 
lado? 

Y ¿Quésorpresas han salido a la luz al estudiar el genoma de 
las clamidias? 


VI PHYLUM 5: 
PLANTOMICES/PIRELLULA 


12.20 rn 


Géneros clave 
Plantomyces 
Pirellula 
Gemmata 


Este phylum contiene diversas bacterias únicas morfológi- 
camente hablando que incluyen los géneros Plantomyces, 
Pírellula, Gemmata e Isosphaera. El mejor estudiado es Plan- 
tomyces (Figura 12.86). En la Sección 12.16 se consideraron 
bacterias prostecadas como Caulobacter. Plantomyces es tam- 
bién una bacteria prostecada, pero que al contrario que Cau- 
lobacter posee la prosteca formada de proteína y no contiene 
ni pared celular ni citoplasma (comparar la Figura 12.86 
соп la Figura 1241). La prosteca de Plantomyces funciona 
presumiblemente como órgano de fijación pero es mucho 
más estrecho y fino que la de Caulobacter. 


Otras características del grupo 
Plantomyces y relacionados tienen también interés porque 
carecen de peptidoglucano y sus paredes celulares son del 


Ciclo infectivo de Chlamydia. (a) representación es- 
'Quemática: el ciclo completo leva unas 48 horas. (>) Infección huma- 
па por Chlamydia. Una célula infectada de la trompa de Falopio está 
Eberando, cuerpos elementales maduros. 


CARIÓTICA: BACTI 


Estructural 
Ácido nucleico RNAy DNA KNAYDNA RNA 0 DNA (mono 
a bicatenario 
nunca ambos) 
Ribosomas Presentes Presentes Ausentes 
Pared celular Peptidoglicano presente Peptidoglicano presente” Sin pared 
Integridad estructural durame Se mantiene. Se mantiene Se pende 
la multiplicación 
Capacidades metabólicas 
Sintesis de macromoléculas s s Maquinaria del huésped 
Sistema generador de ATP = М No 
Oxidación de glutamato s No No 
Sensibilidad а antibióticos antibacterianos Si (excepto penicilina) Resistente 
Filogenia Alla proteobacteias Phylum de damidias No son células 


Ye ha ecuencido el genoma de C. лка (хдма Sección 18.3) у os репа para а sintesis de peptidoglican у ATP están presents. No «бишне la ausencia 
¿de serbia аа pericia de las Сатиева pone en duta La алаас de парда cama 


tipo de capa 5 (Sección 4.8) hecha de proteína que contiene 
grandes cantidades de cisteína (como cistina) y prolina. 
Como podría esperarse de un organismo que carece de pep- 
tido glucano, estos mi mismos son resistentes a anti- 
bióticos tales como penicilinas y cefalosporinas, drogas que 
interrumpen la síntesis de peptidoglucano. Como en el caso 
de Caulobacter (Figura 12.41), Plantomyces es también una 
bacteria gemante соп una especie de ciclo celular. Así, cé- 
lulas nadadoras se fijan a una superficie, desarrollan una 
prosteca desde el punto de fijación y generan una nueva 
célula por gemación en el polo opuesto, Esta célula hija des- 
arrolla un flagelo, se separa y comienza un nuevo ciclo. 
Plantomyces es quimicorganotrofo aerobio facultativo que 
crece por respiración o fermentación de los azúcares. El 

bitat es fundamentalmente acuático, tanto dulce como sa- 
lino, y el género Isosphaera es filamentoso que se mueve por 
deslizamiento habitando fundamentalmente manantiales 
de agua caliente, Como Caulobacter (véase Sección 12.16), el 


БТЕ Una Micrograna clectrónica (sombreado) de Panc- 
Тотусез maris. Tamaño celular de 1-1,5 ym de largo. Nátense también 
los flagelos en cada célula азі como la yema que se está formando. 


aislamiento de Plantomyces y relacionados debe hacerse en 
medios diluidos pudiendo practicarse el enriquecimiento 
соп penicilina por carecer de pared celular, Una de las ca- 
racterísticas que más llaman la atención en este phylum es 
la compartimentalización. Vimos en el Capítulo 2 las dife 
rencias más importantes entre organización pro y eucarió: 
tica, especialmente en lo que concernía a la membrana 
nuclear (Sección 22). Sin embargo, los plantomicetos son 
únicos entre todos los ıs conocidos por poseer es- 
tructuras internas muy desarrolladas, incluyendo lo que 
podría tomarse por membrana nuclear. Por ejemplo, en la 
'Gemmata (Figura 1287), el nuclevide está rodeado 

рог una membrana nuclear pero el DNA que constituye 
este nucleoide forma un círculo genético superenrollado y 
por tanto típicamente procariótico (Sección 7.3). Pero está 
muy condensado y permanece separado del citoplasma res- 
tante por una auténtica unidad de membrana (Figura 12,87), 
Todas las, de los plantomicetos que han sido es- 
tudiadas hasta el momento poseen estas compartimentali+ 


zaciones internas. Algunos carecen de ОМА y por tanto 
poseen otras funciones (por ejemplo metabólicas, Sección 
17.12). No hay ningún otro grupo de procariotas cuya es- 
tructura recuerde tanto a la de un eucariota. De hecho la 
existencia de los plantomicetos difumina un poco la clara 
distinción que hasta hace pocos años existía entre pro y eu- 


Este phylum de bacterias homología con las 
teobacterias (ota Sección 1210, omo! НЕ 
cisamente la formación de estos apéndices citoplasmáticos 
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Micrografía electrónica de transeneión (corte fino) de. 
na сма de Gomaza obscuniglobus mostrando el nucieoide rodeado. 
de una onvoltura nuclear. Diámetro celular de 1,5 рт. 


llamamos prostecas. El género Verrucomicrobium y el 
Ihecohacter originan dos o más prostecas por célula (Fi- 
a 12.88). También y al contrario que Caulobacter que con- 
ê una única prosteca y que produce células flageladas 
y no flageladas (véase Sección 12.16), Verrucomicrobium y 
Prosthecobacter se dividen simétricamente de modo que tan- 
lola célula madre como la hija contienen prostecas en el 
Momento de la división. La especie V. spinosa hace eferen- 
@а precisamente a esta apariencia debido a queJas células 
poseen varias prostecas. Sin embargo poseen peptidoglu- 
ano en la pared celular siendo aerobias facultativas, capa- 
es tanto de respirar como de fermentar diversos azúcares. 
Están muy distribuidos en la naturaleza encontrándose en 
hábitat acuáticos tanto de agua dulce como salada así como 
suelos agrícolas y de bosques. Desde un punto de vista 
filogenético los verrucomicrobios son diferentes del resto 
delas bacterias (Figura 12.1). Presentan cierta relación con 
los plantomicetos pero a la vez suficientemente diferentes 
¡tomo para justificar su propio linaje. 


НҮШМ 7: FLAVOBACTERIAS 


phylum de Bacteria comprende una mezcla de dife- 

tipos fisiológicos desde a acrobios hasta anaerobios 
itos pasando рог los anaerobios facultativos, todos 
unidos por un sutil hilo conductor filogenético y se 


Micrografa electrónica de transmisión (tinci 
дана) de una cótula on división de Vermucomicrobium spinosum, Dià- 
metro celular de 1 um. Nótese las prostecas verrucosas. 


encuentran en hábitat muy diversos; en esta sección se hace 
referencia solamente a dos géneros importantes dentro del 
grupo. 


ЕЕ] *ecteroides y Flavobacterium 


Géneros clave 


Bacteroides 
Flavobacterium 


El género Bacteroides comprende anaerobios estrictos no 
esporulados, sacarolíticos, fermentándolos hasta princ 
palmente, acetato y succinato. Normalmente las especies 
son comensales del intestino de humanos y otros animales 
(Secciones 19.11 y 21.4). De hecho las especies de Bacteroi- 
son las dominantes numéricamente hablando en el in- 
testino grueso humano, pudiendo llegar hasta 10-10 
células por gramo de heces, También pueden ser patógenos 
y de hecho suelen ser la causa de infecciones por anaero- 
bios más frecuente en humanos. Son bacterias diferentes a 
las demás en el sentido de que pueden sintetizar esfingo- 
lípidos, un grupo heterogéneo de lípidos que se caracteri- 
zan por poseer esfingosina en lugar de glicerol (Figura 
12.89). Esfingolípidos tales como esfingomielina, cerebró- 
sidos y gangliósidos son comunes en los tejidos de los ma- 
míferos, especialmente en el cerebro y otras partes del 
sistema nervioso, 

Por el contrario, el género Flavobacterium se encuentra 
principalmente en ambientes acuáticos tanto agua dulce 
сото salada así como en alimentos y en plantas procesa- 
doras de los mismos. Las colonias son normalmente ama- 
rillas, de aquí el nombre, y fisiológicamente tienen bastante 
restringido el número de fuentes de carbono que pueden 
utilizar, siendo la glucosa fundamentalmente, Rara vez son 
patógenos, pero una especie, F. Meningosepticum puede estar 
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"Comparación del gicerol (a) con la esfingosina (o). En 
los esfingolípidos característicos de las especies de Bacteroides. el al- 
cohol esterificante es la esfingosina; un ácido graso establece un en- 
lace peptídico а través del átomo de nitrógeno (en rojo) y el oxido 
terminal —ОН (en verde) y puede contener diversos compuestos como. 
la fostatiil colina (esfingomielina) o diferentes azúcares (cerabròsidos 
y gangliósidos). 


asociada a casos de meningitis infantiles no meningocóci- 
саз, Otros géneros importantes del grupo son psicrofílicos 
оа! menos psicrotolerantes (Sección 6.9). Éstos incluyen en 
particular Polaribacter y Psychroflexus. Muchos otros géneros 
del grupo pueden crecer bien por debajo de 20°C. 


IX PHYLUM 8: GRUPO CYTOPHAGA 


Géneros clave 
Cytophaga 


Sporocytophaga 
Flexibacter 


КЕЕ Cytophaga y géneros relacionados 


Los microorganismos de este grupo son bacilos largos y 
delgados, con los extremos terminados en punta frecuen- 
temente y que se mueven por deslizamiento (Figura 
12.90a,b). El género Sporocytophaga es semejante a Cytopha- 
gu solo que origina formas de resistencia cocaceas denomi- 
nadas microcistos (Figura 12.90 c, d) que son semejantes a 
los encontrados en las mixobacterias (véase Sección 12.17). 
Están ampliamente distribuídos en el suelo y aguas. Suelen 
digerir eficientemente los polisacáridos tales como celulo- 
sa (Figura 12.90), agar (Figura 12.900) o quitina. Las que 
degradan la celulosa pueden ser fácilmente aisladas po- 
niendo pequeñas muestras de suelo sobre hojas de papel 
de filtro de celulosa sobre la superficie de agar con sales 
minerales. Las bacterias degradan y digieren las fibras de 
celulosa formando colonias diseminadas (Figura 12.90¢). 
Las citofagas no producen enzimas solubles, sino que las 
celulasas permanecen unidas a las células por lo que para 
degradar las microfibrillas de celulosa deben estar fuerte- 
mente ancladas a las mismas. Сураса puede crecerse en 
agar que contenga celulosa. Su presencia se revela por la 
formación de halos de clarificación característicos a medi- 


da que se digiere la celulosa (Figura 12.90; véase también 
la Figura 17.62). 

Las especies de los géneros Cytophaga y Sporocytophaga 
son aerobios obligados y probablemente son las 
bles de la mayor parte de la degradación de la celulosa en 
ambientes aeróbicos, Algunas especies de Cutophaga son pa- 
tógenos para peces pudiendo representar verdaderos pro- 
blemas en . Las dos más importantes son С. 
columnaris que causa la enfermedad columnar у C. 
phila que produce el llamado síndrome del agua fría, Am- 
bas enfermedades afectan principalmente a peces estresados 
tales como los que viven en aguas contaminadas o muy cone 
finados en espacios pequeños, como es habitual en las ope- 
raciones y manipulaciones de las piscifactorías, Los peces 
infectados muestran destrucción de tejidos, frecuentemen- 
te alrededor de las agallas, lo que puede explicar que las ce- 
pas aisladas sean fuertemente proteolíticas. 

El género Flexibacter difiere de las citofagas en que nor- 
malmente requieren medios complejos para crecer y no son 
celuloliticos. Las células de algunas Flexibacter pueden sufrir 
cambios en su morfología desde filamentos largos y delga- 
dos con movilidad deslizante carentes de tabiques trans- 
versales hasta bacilos cortos inmóviles. Muchas especies 
son pigmentadas debido a pigmentos carotenoídicos loca- 
lizados en la membrana citoplasmática о bien pigmentos 
relacionados denominados flexirubinas localizados en la ОМ. 
—las especies de Flexibacter son comunes en suelos y aguas 
dulces y ninguno ha sido identificado como patógeno. 


У__12.28-12.31 Revisión de conceptos 


El grupo Plantomyces contiene bacterias gemantes у prosteca- 

das, mientras que las flavobacterias contiene bacterias Gram ne- 

gativas móviles por flagelos o por deslizamiento y asociados 

con animales о en el suelo. Los miembros de Verrucomicrobia se 

distinguen por poseer células multiprostecadas. 

Y ¿Quées característico de la pared celular y del DNA de Рин 
tomyces? 

+ ¿En qué difiere la prosteca de Plantomyces de la de Саш 
Баат? 


Y. ¿Dónde puede encontrar grandes cantidades de Bacteroides? 
Y Describa un método para aislar Cytophaga en la naturaleza, 


X PHYLUM 9: BACTERIA VERDES 
DEL AZUFRE 


Chlorobium y otras Bacteria 
verdes del azutre 


Géneros clave 


Chlorobium 
Prosthechochloris 
«Chlorochromatium» 


Las bacterias verdes del azufre constituyen un grupo filo- 
genético distintivo de fototrofos inmóviles anoxigénicos y 
anaerobios estrictos. Es un grupo morfológicamente va- 
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Cytophaga y Sporocyiophaga. (a) Estria de una especie marina de Cytophaga agarolitica hidrolizando el agar on placa Petri. 

Merografa de contraste de fases de cálulas de C. hutchinsoni creciendo sobre papel de filtro de celulosa (diámetro celular de 1,5 рт). 
If Colonias de Sporocytopñaga creciendo en celulosa. Nótense las zonas claras donde la celulosa ha sido degradada, (d) Micrografía де con- 
ано do tases de las células bacilares y microcistos estéricos de Sporocytophaga myxococcoldes (diámetro de las cêlulas de 0,5 um y de los 


jatos 1,5 рту. 


eîncluye desde bacilos cortos hasta muy Jargos (Ta 
1235 y Figura 12.91). Como las bacterias fojas utilizan 
¡como donador de electrones oxidándolo primero has- 
Sy después hasta 50,27. Pero al contrario que en ellas, 
[azufre que pueda originarse, permanece en el exterior de 
célula (Figura 17.175). La mayoría de las especies pueden 
bién asimilar un puñado de compuestos orgánicos en 
а de luz (esto es fotoheterotrofía, Sección 17.4), La 
irofia sin embargo, no depende de las reacciones del 
Че Calvin como en el caso de las bacterias rojas sino 
do reverso del ácido cítrico (Sección 17.7), una for- 

¡única de metabolismo entre los seres fototróficos. 


y ecología 
bacterioclorofilas que se encuentran en las bacterias 
los del azufre incluyen la bacterioclorofila a o bien la с 

(ое Estas últimas funcionan como recolectoras de luz (бес. 
172) y se depositan en estructuras típicas conocidas 

clorosomas (Figura 12.92). Los clorosomas son cuer- 


pos oblongos con membrana sin estructura de unidad de 
membrana y que se encuentran unidas a la membrana ci- 
toplasmática en la periferia de las células (Figura 12.92 y 
Figura 17.7). Estudios sobre transferencia de energía en es- 
tas bacterias (Sección 17.2) han demostrado que la luz ab- 
sorbida por las bacterioclorofilas с, d o е en el clorosoma es 
'embocada hacia la bacterioclorofilas a que se encuentra en 
la membrana citoplasmática, que es donde ocurre la sínte- 
sis real de ATP (Figura 17.7). Se conocen tanto especies ver- 
des como marrones (Figura 12.93; Figura 17.9) 

Сото en el caso de las bacterias rojas del azufre (véase 
Sección 12.2), las verdes viven en ambientes acuícolas anae- 
robios con abundante H,S (en general, son más tolerantes 
al sulfídrico que las rojas). Debido a que el clorosoma es 
muy eficiente como recolector de luz, se requiere muy poca 
luz para soportar la función fotosintética en estas bacterias 
y normalmente se encuentran a mayores profundidad 
que el resto de los organismos fotosintéticos, Una especie 
del género Chlorobium, С. tepidum (Figura 12.92) es termo! 
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Sin vesículas de gas: 


Bacilos inmóviles rectos o curvados (Figura 1291-a) Chlorobiam Verde o marrón 8 49.58 

Esferas u ovaladas, inmóviles prostecadas Prosthecochloris.— Verde o marrón 2 5056 

Соп vesículas de gas: 

Bacilos inmóviles ramificados en una red laxa Peladictyon Verde o marrón 4 авза 
(ойне Figura 12914) 

Esferas con prostecas Ancalochlorss Verde 1 - 

Bacilos deslizantes Chloroherpëton Verde: 1 47 


lico y forma matas muy densas en manantiales azufrados 
de agua caliente (Figura 12.92). Su genoma de 2.1 megaba- 
ses ya se ha secuenciado completamente y de hecho ha sido 
el primer genoma de un fototrofo anoxigénico (Sección 
17.0); también es importante por ser transformable y pre- 
sentar una conjugación definida, 


Los consorcios de bacterias verdes del azufre 

Ciertas bacterias verdes del azufre pueden formar aso- 
mes estrechas con bacterias quimioorganotrofas en 

las que ambos se benefician, tales asociaciones se deno- 


СЕКЕ Sacteras fototrónicas verdes del azufre. (а) Chloro- 


Бит limicola; diámetro celular de 0,8 рт. Nótense los gránulos de 
azufre depositados extracelularmente. (o) Pelodíctyon clathratiforme, 
una bacteria que forma un entramado tridimensional; diámetro celu- 
lar de 0.8 pm. 


minan consorcios. El componente fototrófico se denomi- 
па epibionte y aparece físicamente unido al componente 
no fototrófico (Figura 12.94), aunque el mecanismo de 
unión no está claro. El término Chlorocromatium aggrega- 
tum se ha utilizado para describir uno de estos consor- 
cios; este término sin embargo no tiene implicaciones 
taxonómicas porque se refiere a dos organismos más que 
а uno sólo. 

El consorcio C. aggregatum es de color verde porque 
el epibionte es una bacteria verde azufrada que contiene 
bacterioclorofila с o d y carotenoides de color verde y que 
rodean una célula no fotosintética. Una estructura simil 
conocida como Pelochromatíum roseum es de color pardo. 
En otros consorcios el epibionte tiene forma de media luna 
(Figura 12.94 b, с) por lo que es razonable asumir que en la 
naturaleza puede existir una gran variedad de consorcios. 

Algunos han sido crecidos en el laboratorio, Por térmi- 
по medio el consorcio С. aggregatum (Figura 12.94) contie- 
ne 12 epibiontes por célula central mientras que el P. 
roseum contiene alrededor de 20. Existen evidencias sóli- 
das para pensar que los epibiontes son de hecho bacterias 
verdes del azufre; estas evidencias incluyen el que sus cro- 


таз (fecha) en la periferia celular. Diámetro celular de 0,7 рт. 


1232 = CHLOROBIUM Y OTRAS BACTERIA VERDES DEL AZUFRE = 431 


зга 12.93 ciorobios verdes y marrones. Cultivos өп tubo de 
[Chlerobium topidum y (2) Chlorobium phasobactoroides. Las có: 
де С. tepidum contienen bacterioclorofla с y una serie de carote- 
oidos vordos, mientras que las cólulas de С. phaeobacteroides 
bacteiociorofila ө fsorereratano, un carotenoide de color 

Para las estructuras de los carotenoides específicos verde y 

véase Figura 17.9. 


mas procarióticos son bien visibles en cortes finos (Fi 

ra 12.9407), Por otra parte, el tratamiento del consorcio 
con un oligonucleótido fluorescente específico para el 165 
А de bacterias verdes del azufre (tecnología FISH, Sec 

11.6 y 184) induce específicamente fluorescencia en 
Iepibionte y no en la célula central (Figura 12.94 e). Los 


sincronía, lo que sugiere una for- 
¡de intercomunicación entre ambas. La razón dë por qué 
forman estas asociaciones no está claro; los estudios 
ibinados de laboratorio y de campo sugieren que los 
pibiontes en estos consorcios se han adaptado a bajo ré- 
de luz y de sulfídrico y que la función de la célula 
Central es movilizar al epibionte en la columna de agua 
do las condiciones óptimas para la fotosíntesis 


12.32 Revisión de conceptos 


bacterias verdes del azufre son anaerobias obligadas, que 

jan a cabo fot en estructuras particula- 

is llamadas clorosomas. Pueden crecer con intensidades de luz 
bajas y oxidar el HS hasta 5° y SOF 


ntesis anoxigén 


¿Qué pigmentos se encuentran en el clorosoma? 
{Qué es único y característico de la autotrofía de Chlorobium 
[Sección 17.7)? 


е 


ТТЕР Consorcio de bacterias verdes del агу. (a-c) Mi 
Crografia de contraste de tases у (d) Micrografía electrónica de trans- 
misión (corte fino) del consorcio -Chlorochromatium aggregatum» о 
~Palochromatium-. En (a-c) el organismo central no tototrófico posee un 
color mucho más claro que las bacterias pigmentadas lototroficas. Nó- 
tense los clorosomas (fechas) en (9). El consorcio global tiene 3 6 ym. 
(b, c) Epbiontes en forma de media luna en el consorcio «Pelochroma- 
tum- де un lago estratificado de Wisconsin. La célula central incolora 
en ambas fotografías es de 2 um de largo. (e) Tinción flogenática (véase: 
Sección 18.4) de -Chlorochromatlum aggregatu». La tinción атата. 
зе debe a una sonda de ácido nucleico especifica para bacterias ver- 
дез del azutre. Nótese que solamente se tiñen los epibiontes, El nûme- 
ro de epbiontes es de 10-20 рог célula central (по fototrófica). Nótese 
е! contacto íntimo entre los epibiontes y la célula central en (d). Este 
contacto puede facítar la comunicación intercelvlar en el consorcio ne- 
Cesario para controlar las posibles respuestas de quimiotaxis о fototaxis. 
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Y ¿Qué evidencia apoya la idea de que los epibiontes de los 
consorcios son auténticas bacterias verdes del azufre? 


XI PHYLUM 10: ESPIROQUETAS 


[БЕ] Esviroquetas 
Géneros clave 


Spirochaeta 
Treponema 

Cristispira 

Leptospira 

Borrelia 


Las espiroquetas son bacterias Gram negativas, móviles, 
enrolladas en forma de muelle y flexibles (Figura 12.95). 
Estos procariotas, únicos desde el punto de vista morfoló- 
gico forman un linaje de Bacteria (véase Figura 12.1). Están 
ampliamente distribuidos en medios acuáticos y en ani- 
males y en algunos casos pueden ser patógenos incluyen- 
do enfermedades de transmisión sexual en humanos como 
es la sifilis (Sección 26.12). 

La cólula consta de un «cilindro protoplasmático». For- 
mado por el «cuerpo» de la espiroqueta, es decir, el cito- 
plasma, la pared celular y la membrana plasmática (Figura 
12.96), La movilidad la confiere un manojo de flagelos que 
emergen de cada extremo (Figura 12.96). Sin embargo, a di- 


ferencia de los flagelos típicos bacterianos (véase Sección 
4.10) los flagelos de las espiroquetas, se doblan hacia atrás 
desde cada polo sobre el cilindro protoplasmático quedan- 
до localizados en el espacio periplásmico y se encuentran 
en la parte intermedia de la célula en lo que algunos han lla- 
mado endoflagelos. Los endoflagelos y el cilindro proto- 
plasmático están rodeados de una vaina externa, flexible y 
multilamelar (Figura 12.96) 


Movilidad de las espiroquetas 
Cada endoflagelo está anclado en un extremo y se ex- 
tiende alrededor de 2/3 de la longitud de la célula. Los en- 
doflagelos rotan de forma rígida como lo hacen los 
flagelos típicos bacterianos (wise Sección 4.10). Como el сіе 
lindro protoplásmico es también rígido y la vaina exter- 
na es flexible cuando ambos endoflagelos rotan en la 
misma dirección el cilindro lo hace en dirección contraria 
originando un momento de torsión como se indica en la 
Figura 12.96b. En un medio líquido esto causa que la es- 
piroqueta se mueva por flexión debido al torsión que la 
rotación de los endoflagelos ejerce en los extremos del ci- 
lindro protoplasmático (Figura 12.960), Por tanto y а pe- 
sar de que los flagelos de las espiroquetas no se extienden 
hacia fuera de la célula, sino que en su lugar permanecen 
encerrados en el espacio periplásmico, también generan 
movilidad en este grupo particular de procariotas; cier- 
tamente los movimientos no son suaves y continuos сото. 
el que se detecta en otras bacterias sino de flexión o de 
muelle, pero movimiento en definitiva. 


ostrepta, por microscopía de contraste de fases; diámetro celular de 0.25 ym. (0) Spirochaeta plicatils; diámetro celular de 0,75 ут pero puede. 


llegar hasta 250 um (0,25 mm) de longitud. 


(а) Micrografia electrónica. 
de transmisión (tinción negativa) de Spiro- 
ldo aun ane chaeta пивот mostrar la posición dl 
danar protplásmieo)  endofagelo. Diámetro celular de 0. ym. 8) 
Sección transversal де una célula de vepro- 
acera ela mostrando la disposición del cilindro 
E = prolopliermico, endofiagelos y vaina externa, 
эч como la manera por la que la rotación del 
endofegelo puede generar а su vez la rote: 
ción del ciindro protoplamico у а rotación 
беш vaina externa (en sentido contrare). Sa 
vaina está libre, la célula rotará y se mover 
cbr un ej. Si a vaina astê еп contacto con 
una superficie sólida la сёа зе arrastrar 

hacia delante. 

ра 
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Clasificación 

Las espiroquetas se clasifican en ocho géneros primarii 
sobre la base de su hábitat, patogenicidad, RNA ribosómi- 
соу características morfofisiológicas. La Tabla 12.36 recoge 
Jos principales géneros así como sus características. 


Spirochaeta y Cristispira 

“El género Spirochaeta incluye espiroquetas anaerobias y anae- 
Ibias facultativas de vida libre. Estos mi 

comunes en medios acuáticos tales como el lodo de los а 
estanques, lagos y océanos. Una especie del género Spiro- 
chaeta es S. plicatilis (Figura 12.95b), una espiroqueta bas- 
tante grande, probablemente anaerobia, tanto en lodos de 
ішсе como salada, pero ricos en HS, Los endoflage- 
оп de 18 a 20 que van rodeando a todo el cilindro pro- 
lasmático. Otra especie 5. stenostrepta ha sido cultivada 
у como se indica en la Figura 12.95а. Es un anaerobio es- 
(асо comunmente aíslable en lodos negros sulfurosos. Fer- 
a los azúcares hasta etanol, acetato, CO, y Н, por la 
glucolítica. La especie 5. aurantia es un aerobio faculta- 


30150 x 0,530 


3-10 vueltas completas; 


Figura 121) 


tivo de color naranja pero que puede fermentar los azúcares 
hasta etanol u oxidarlos en aerobiosis hasta acetato y СО. 

Del intestino de las termitas se ha aislado una espiro- 
queta poco habitual que es muy celulolítica, siendo capaz de 
degradar la celulosa hasta glucosa que es rápidamente fer- 
mentada por la espiroqueta; el hidrógeno y anhídrido car- 
bónico, generado por la fermentación, son convertidos a 
acetato, lo que convierte a esta bacteria en homoacetógena 
(Sección 17.16). Esta es la primera vez que se detecta una 
forma de generar energía tan característicamente fuera del 
grupo de los clostridios y bacterias relacionadas (vénse Sec- 
ción 1220). Esta espiroqueta también fija nitrógeno (Sección 
1716) propiedad no descrita previamente еп juetas. 

El género Cristispira (Figura 12.97) contiene organismos 
de distribución única, encontrándose característicamente 
еп la protuberancia cristalina de moluscos, como almejas y 
ostras. La protuberancia cristalina (estilete) es un cilindro 
semisólido flexible dentro de un saco y que está rotando en 
continuo rozamiento contra la superficie del tracto digesti- 
vo moliendo y mezclando los alimentos, Las cristispiras 


Tracto digestivo 


Magelos visibles en de moluscos 
microscopto de 
«contraste de fases. 
5250% 02075 и Anaerobios o anaerobios 240 5065 Acudticos;vida Ninguna 
facultativos; poco o libre; agua 
muy enrrollados dulce o salada 
505 x 0104 » Microserófilos o 22 2553 Comensal Sifilis 
anserbios vueltas o parásito Pinta 
helicoidales o aplanadas de humanos Frambesía 
con una amplitud de u otros Disenteria 
hasta 0,5 jam animales Porcina 
вз 0205 з Micmaerófilos 720 46 Humanos heb 
57 vueltas de 1am y otros. recurrente: 
de amplitud animales Lyme 
620x01 з Aerobios. Vueltas 1 3343 Vida libre Leptospirosis 
aprgtadas con o parásitos 
— extremos en forma de humanos. 
de gancho. Requieren Otros mamireros 
cidos grasos de 
cadena larga 
60x01 1 Aerobios. No requieren 2 ы Vidalibre Ninguna 
ácidos grasos de 
cadena larga 
7-10 х 035-045 в Anaerobros. вв 2527 Intestino de Diarreas 
animales de en pollos 
sangrecaliente y cerdos 
45x0203 1 Microserófils, forma 2 3436 — Sangre y tejidos Infecciones en 
una rama profunda de ratones ratones de 
en el linaje de las laboratorio 
espiroquetas, como. 
se deduce de la 
secuenciación del 
165 rRNA (véase 


p 
GIE erogata alecirónica da transmisión (cora troj de 


Cristispira, una esplroqueta grande. Diámetro celular de 2 um. Nótan- 
е Jos abundantes вгдоћадеіов. 


son fácilmente visibles rotando rápidamente en el sentido 
de las agujas del reloj. Las especies de Cristispira se en- 
cuentran tanto en moluscos marinos como de agua dulce, 
pero no todos los moluscos las poseen. Desgraciadamente 
по son cultivables de momento, por lo que se desconocen 
las razones fisiológicas del hábitat tan preciso que poseen. 


Treponema 
Las espiroquetas asociadas a hospedadores humanos о ani- 
males que son anacrobias se ubican en el género Treponema. 
El agente causal de la sifilis T. pallidum (Sección 26.12) es el 
mejor conocido. Difiene morfológicamente de las otras es- 
piroquetas en que es una onda aplastada. T. pallidum es fino, 
midiendo unos 0,2 ит de diámetro, Las células vivas pue- 
Чеп verse claramente en el microscopio de campo oscuro o 
con tinción con anticuerpos fluorescentes; la primera técni- 
са ha sido la más utilizada para el estudio de exudados de 
lesiones sifliticas (Figura 26.28). En la naturaleza, el Т. pa- 
Jidum está restringido a humanos, aunque se han conse- 
guido infecciones experimentales en conejos y monos. 
Aunque nunca ha sido posible crecerla en el laboratorio, se 
ha deducido del estudio de conejos infectados, que contie- 
nen el sistema citocrómico y que, de hecho, son microaero- 
fílicas en lugar de anaerobios estrictos. Estas células han 
dado suficiente DNA como para establecer el programa de 
secuenciación del genoma (1.14 megabases; Sección 15.3). 

Otras especies del género Treponema son comunes en la 
cavidad oral del hombre siendo posible suatstamiento del 
espacio interdentario y entre la encía y piezas dentarias. Se 
han descrito tres especies: T, dentícola, Т. macrodentium y Т. 
oralis que difieren en características morfofisiológicas. Т. 
denticola fermenta aminoácidos tales como cisteina y serina 
originando acetato como principal producto final, así como 
anhídrido carbónico, amoníaco y ácido sulfídrico. Las es- 
piroquetas también se encuentran en el rumen. Т. saccharo- 
philum (Figura 12.98) es una gran espiroqueta pectinolítica 
que ве aísla del rumen del ganado bovino; es anaerobio es- 
tricto y fermenta la pectina, inulina y otros polisacáridos 
de plantas. Esta y otras espiroquetas deben jugar un papel 
muy importante en la conversión del material vegetal en 
ácidos grasos volátiles, utilizables como fuente de energía 
por los rumiantes (Sección 19.11). 

Aunque el género Treponema es una unidad filogenética, 
la relación verdadera entre T. pallidum y otras especies de 
Treponema puede ser bastante distantes, pues el índice GC 


| ғорга 12.08 оэ эе contraste do tases de Treponera sac 
charophêum, una gran esplroqueta pectinoltica del rumen bovino, Dià- 
metro celular de 0,4 рт. izquierda, células regularmente enroscadas; 
derecha, iregularmente enroscadas. 


de Т. pallidum es del 53%, mientras que el resto de las es- 
peces del género se apiñan en torno a 38-40% о 25-26%. 


Leptospira 
El género Leptospira y Leptonema contienen especies aerobias 
estrictas, que utilizan ácidos grasos de cadena larga (como 
por ejemplo el ácido oleico) como donadores de electrones y 
fuentes de energía. Con pocas excepciones, éstos son los úni- 
cos sustratos que utilizan las leptospiras para su crecimien- 
to. La célula es delgada, finamente enrollada y doblada en 
sus extremos formando ganchos característicos semicircula- 
res. Se reconocen diversas especies, algunas de vida libre y 
otras parásitas. Las dos más importantes son L. interrogans 
(parásita) y L. Неза (vida libre). El reservorio natural de las 
leptospiras son los roedores, aunque los cerdos y los perros 
pueden ser intermediarios idóneos hasta el hombre. En hu- 
manos el síndrome más característico es la leptospirosis; el or- 
ganismo se localiza en el riñón y causa fallo renal y muerte 
Las leptospiras entran normalmente a través de las mu- 
cosas о pequeñas lesiones en la piel. Después de una repro- 
ducción parcial en diversas partes del cuerpo, se asientan 
finalmente en el riñón e hígado causado respectivamente fa- 
Ilo renal y bilirrubinosis. La contaminación a otros hospe= 
dadores suele ser por la orina, Es tratable durante periodos 
largos para ser eliminada del riñón con penicilina, estrepto- 
miana o tetraciclina. Los animales domésticos como los pe 
rros suelen ser vacunados contra la leptospirosis con 
vacunas de cepas virulentas muertas, La lucha en humanos 
se centra principalmente por la eliminación del patógeno en 
la cadena de trasmisión: perros y otros animales domésticos, 


Borrelia 

La mayoría de las especies del género Borrelia son patóge- 
nos рага el hombre u otros animales. В. recurrentis es el 
agente causal de la fiebre recurrente y se transmite gene- 
Talmente a través del piojo. Se caracteriza por una fiebre 
muy alta y dolor muscular que dura 3-7 días seguido de un 
periodo de recuperación de 7-9 días. Si no se trata, la fiebre: 
vuelve en dos, tres ciclos adicionales (de aquí el nombre) 
causando la muerte hasta el 40% de los infectados. Afortu- 
nadamente, el microorganismo es bastante sensible a la te- 
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traciclina y si se diagnostica pronto el tratamiento es muy 
efectivo. Otras borrelias tienen importancia veterinaria, cau- 
sando enfermedades en vacas, ovejas, caballos y pájaros. 
La mayoría de las veces se transmite por hemípteros. В. 
burgdorferi es el causante de la enfermedad de Lyme, que 
afecta a humanos y animales. Esta enfermedad se discute en 
la Sección 27.4. Es interesante porque es el único procario- 
ta junto con Streptomyces con el cromosoma linear en vez 
de circular. Su pequeño genoma (1.44 megabases) ya ha 
sido completamente secuenciado (Sección 15.3). 


Y 12.33 Revisión de conceptos 


Las espiroquetas tienen forma de muelle, son móviles у contie- 
теп formas de vida libre o patógenas. 


/ ¿Cómo se compara el endoflagelo de las espiroquetas con 
los flagelos de Escherichia coli? 


/ Nombre dos enfermedades humanas causadas por espiro- 
quetas 
Y ¿Cuál es el hábitat habitual de Cristispira? 


PHYLUM 1 


ГЕТ] Deinococcus/Thermus 


Géneros clave 


Deinococcus 
Thermus 


Este phylum contiene tres géneros solamente y los mejores 
istudiados son Deinococcus y Thermus. Este último incluye 
especies termofílicas quimioorganotrofas como es T. aqua- 
ficis, organismo del que se obtiene la Tag DNA polimerasa. 
[рог ser muy termorresistente, la enzima se usa rutinaria 
Mente en las reacciones de PCR como se ha discutido en la 
ên 10.17. Las especies de Thermus воп Gram negativas 
y contienen una rara forma de peptidoglucano con orniti- 
“iu en lugar de mesodiaminopimélico (Sección 4.8). Deino- 
сїз también contiene ornitina. Se han, descrito varias 
"especies del género Thermus y todas crecen aeróbicamente 
Italabolizando azúcares, aminoácidos y ácidos orgánicos. А 
continuación se resumen las principales características de 
Deinococcus. 

Este género contiene cuatro especies de cocos Gram po- 
буо, siendo D. radiodurans (antiguo Micrococcus radio 
furans) el mejor estudiado. Su pared celular es compleja 
(о уагїав cepas incluyendo curiosamente una membrana 
іста (Figura 12.99) como la que se encuentra en Gram 
Inegativos (Sección 4.9), pero que, sin embargo, carece de li 
Pidas. Fisiológicamente, О. radiodurans es un quimioorga- 
trof aeróbico que crece en medios complejos. 


"Radiación y resistenci: 

Ba mayor parte de los deinococos son rojos о rusas debido 
¡ala presencia de carotenoides y muchas especies son resis 

entes a radiaciones ultravioletas y a la desecación. La re- 


Фасо. Diámetro celular de 2,5 um. (a) Micrografia electrónica de trans- 
misión (corte fin). Nótese la membrana externa. fb) Un de 
aumento de la pared celular. 


sistencia a la radiación puede utilizarse con éxito como una 
forma de enriquecimiento para aislar deinococos de hábi- 
tat naturales, Estos sorprendentes organismos se aíslan del 
suelo, сате picada, polvo y aire filtrado y después de ex- 
posición a fuertes dosis de radiación ultravioleta (e incluso 
gamma) y cultivándolos en un medio rico con triptona y 
extracto de levadura. Debido a que muchas cepas de D. ra- 
diodurans son más resistentes a la radiación que las endos- 
poras bacterianas, el tratamiento de una muestra con altas 
dosis de radiación destruye todas las bacterias, incluso en- 
dosporas, excepto el deinococo, con lo que su aislamiento 
es muy fácil. Por ejemplo, las células de D. radiodurans so- 
breviven la exposición a 30.000 Су de radiación ionizante 
(1 Су = 100 rad), suficiente como para literalmente desin- 
tegrar el cromosoma de la bacteria (un humano puede mo- 
rir tras exposición a menos de 5 Су). Este microorganismo 
tiene un sistema de reparación de DNA verdaderamente 
espectacular y puede reconstruir su cromosoma a partir de 
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cientos de fragmentos, Se han aislado cerca de reactores nu- 
cleares y otras fuentes potencialmente letales de radiación. 
Además de su impresionante resistencia a la radiación, 
Deinococcus radiodurans resiste los efectos mutagénicos de mu- 
chos mutágenos. Los estudios realizados sobre la mutabili- 
dad de D. radiodurans han puesto de manifiesto, que es muy 
eficiente en la separación del DNA dañado. D, radiodurans 
posee diversas enzimas de reparación del DNA que reparan 
las roturas producidas en el DNA monocatenario o bicate- 
nario, y escinden y reparan los dimeros de timina formados 
por la acción de la luz ultriavioleta. Los únicos 
químicos que parecen funcionar en D. radiodurans son los 
agentes del tipo de la nitrosoguanidina, que induce deleciones 
еп el DNA; dichas deleciones aparentemente son las muta- 
ciones puntuales en este microorganismo, de forma que se 
pueden aislar mutantes de D. radiodurans con este método. 


х 


YLUM 12: BACTERIA 
VERDES NO DEL AZUFRE 


Géneros clave 


Chloroflexus 
Thermomicrobium 


Este phylum de bacterias es filogenéticamente diferente y 
contiene unos pocos géneros, sado Сайна el mejor 
conocido, Thermomicrobium es un miembro quimiotrófico 
del grupo y es aerobio estricto, Gram negativo que crece en 
medios complejos a 75°C. Es también interesante рог los li- 
pidos de su membrana. Recuérdese que los lípidos de Bac- 
teria y Eukarya contienen ácidos esterificados con 
glicerol (véanse Secciones 34 y 4.5). Sin embargo en Thermo- 
microbium los lípidos contienen 1,2-dialcoholes en lugar de 


СД 


| Ріооға 12.100 Urio: poco павйшшев de hemamerobiun (a) L- 
ров de la membrana de T. roseum con largas cadenas dióicas сото 
las mostradas aqui (13-meti-1,2 nonadecanodiol. Nótese que al contrario 
que las lipidas de Bacteria o los de Archava, no existen cadenas laterales. 
соп enlaces éster o éter (ивазе Sección 4.5). (Б) Para formar bicapas, las 
moléculas de di-alcohol probablemente se oponen una a la otra por los res- 
os тео y los grupos orientados hacia las superficies hidroficas interna. 
y axtema. Pequeñas cantidades de los dioles tienen ácidos grasos este- 
cados con el grupo ОН secundario (еп rojo) mientras que el grupo ОН. 
Primario (an verde) puede unirse a una molécula hidrofica como el fosfato. 


glicerol y по poseen ni enlaces éster ni éter (Figura 12.100). 
Tampoco poseen peptidoglucano. 


KEEN entoronexus y Heliothrix 


Chloroflexus y la mayor parte de bacterias verdes no del azu- 
fre son procariotas filamentosas que forman matas 
еп manantiales termales de tipo neutro (Figura 12.101; vón- 
se también Figura 18.184). Organismos semejantes a Chlor- 
flexus también se aíslan en ambientes marinos no termales. 
‘Aunque son anaxifototrofos, es en realidad un fototrofo «С. 
brido», en el sentido de que la fotosíntesis recuerda a la de 
bacterias rojas del azufre y verdes del azufre. Como estas 
últimas, contiene bacterioclorofila с y cloroso- 
mas (vénse Figura 1292 para una micrografía electrónica de 
un clorosoma). Sin embargo, la bacterioclorofila a, localiza- 
а en la membrana citoplasmática de la célula de Chlorofle- 
тиз, se organiza un centro de reacción fotoquímica 
semejante al que se encuentra en las bacterias rojas del azu- 
fre (por el contrario, tal centro en las bacterias verdes del 
azufre es estructuralmente muy diferente, véase Figura 
17.18), Se ha propuesto que el Chloroflexus actual pueda ser 
un vestigio de una forma de vida fototrófica ancestral, que 
quizás evolucionó con un centro de reacción fotoquímico 
primario y más tarde recibió de forma colateral genes cro- 
mosomales de fotosíntesis, en una evolución secundaria. 
Fisiológicamente, Chloroflexus se е a las bacterias 
rojas del azufre en el sentido de que la fotoautotrofía pue- 
de apoyarse en (Н;5 + CO,) о (H; + CO)). Sin embargo, en 
с erus, el fototrofismo es idóneo con compuestos or- 
gánicos como fuente de carbono (fotoheterotrofía). También 
crece bien en la oscuridad como un quimioorganotrofo por 
respiración aeróbica. Interesantemente y esto debería ser te- 
lo en cuenta bajo un prisma de posición evolutiva que 
localizaría a Ciloroflexus como el fototrofo anoxigénico más 
antiguo (Figura 12.1), la autotrofia en este micro, 
tiene lugar por incorporación de CO, а través del ciclo del 
hidroxipropionato que es exclusivo de este mi 
mo (Figura 17.245). (Se considera la bioquímica de esta ruta 
nueva para el autotrofismo en la Sección 17.7.) 


Otras bacterias verdes no del azufre 

Además de Chloroflexus, otras bacterias verdes no del azu- 
fre incluyen al termófilo Heliothrix, al mesófilo Oscillochloris 
(Figura 12.1016) y a Chloronema (Figura 12.101c). Heliothrix 
tiene interés porque es filogenéticamente y fenotípicamen- 
te muy semejante a Chloroflexus, excepto en que carece de 
bacterioclorofila с y clorosomas. Oscillochloris y Chloronema 
son inusuales porque son bastante grandes (2-5 um de an- 
cho y varios cientos de largo) (Figura 12.1010). Ambos mí- 
croorganismos se desarrollan en lagos de agua dulce que 
contengan bajos niveles de ácido sulfídrico, junto con otras 
especies de bacterias rojas del azufre. 


Ж 12.34-12.35 Revisión de conceptos 
Deinococcus y Chloroflexus son cada uno géneros clave en linajes 


separados de bacterias. D. radiodurans es la forma biológica más 
resistente a las radiaciones y Chloroflexus es un anoxifototrofo 
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ЖЕ] Bacterias verdes no del azure. (a) Micrografia de 
‘contraste de fases del fototroto termofitco Chiorofiexus aurantiacus 

Diámetro celular de 1 jm. (b) Micrografia de contraste de fases del to- 

trola grande Oscillochioris. Diâmetro celular de 5 ym. E material más 
filante es un punto para fijación a superficies. (с) Filamentos de Chio- 

лета creciendo en un lago estratificado de Michigan. Estas células 
бе Chloronema son filamentos ondulados de diámetro 2.5 ym. A pesar 
de haberse clasificado como bactenas -no del azutre» estas especies 
оп capaces de oxidar Н,5 como donador de electrones fotosintático. 
"Además, Chloroflexus puede crecer quimiorganotróficamente en la os- 

Giridad por respiración aeróbica 


que comparte características de las bacterias rojas del azufre y 
de las verdes del azufre. 


¿Cómo evita la muerte D. radiodurans a altas dosis de ra- 
dación? 


¿En qué se parece Chloroflexus a un organismo como Chlo- 
robium, y а un organismo como Rhodobacter? 
¿Qué es único de Thermomicrobium? 


ху 1 £ 1 


Thermotoga 
Thermodesulfobacterium 
Aquifex 

Thermocrinus 


Estos tres últimos phylum de bacterias se agrupan en torno 
a la hipotética raíz (Figuras 11.13 y 12.1). Cada reino con- 
siste de uno o dos géneros principales y una característica fi- 
siológica clave, como es su hipertermofilia, esto es, capacidad 
рага crecer a temperaturas superiores a 80°C (Sección 6.10). 


T] Thermotoga 
Й y Thermodesulfobacterium 


Thermotoga es un hipertermófilo bacilar capaz de crecer a 9C 
(óptimo 80'C), contienen una vaina o «ioga» (Figura 12.1004), 
son Gram negativos y no esporulados. Thermotoga es anae 
robio, quimioorganotrofo y posee metabolismo fermentativo 
que cataboliza azúcares y polímeros tales como el almidón 
hasta lactato, acetato, СО, е Н, como productos principales 
de la fermentación, Se han aislado de hábitat terrestres, ma- 
nantíales calientes y fuentes calientes submarinas. 


Thermodesulfobaterium 

Thermodesulfobacterium (Figura 12.1034) es una bacteria ter- 
mofilica reductora de sulfato que se ubica entre Thermotoga 
y Aquifex (Figura 12.1). Aunque no es un verdadero 
termófilo, pues crece con temperatura óptima de 70°С, e 
sin duda el más termófilo de todas las bacterias reductoras 
de sulfato (la reductora de sulfato de las arqueas Archaco- 
globus es un verdadero hipertermófilo (Sección 13.7). Como 
otros sulfato reductores del grupo 1 (Sección 12.18), Ther- 
modesulfobacterium es un anaerobio estricto, no puede utili- 
zar el acetato como donador de electrones sino que utiliza 
compuestos como el lactato, piruvato y etanol para reducir 
el sulfato hasta sulfídrico. 

Poseen lípidos con enlaces éter (recuérdese que este carác- 
ter es típico de arqueas y que una cadena poliisoprenoídica 
de Cay (fitanilo) remplaza a los ácidos grasos; Secciones 4.5 y 
11.8). En el caso de Thermodesulfobacterium en lugar de fitani- 
lo poseen un Ciy exclusivo junto algunos ácidos grasos (Figura 
12.1030); es decir Thermodesulfobacterium combina caracterís- 
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Bacteria hipertermoilicas. (а) Thermologa mari 
ma- temperatura óptima de BOC, Nótese la cubierta externa celular 
(а toga). (b) Aquifex pyrophilus- temperatura óptima de 85°С. Las cê 
lulas de Tharmotoga (corta fino) miden 0,6 > 3.5 um; las células de 
Aquifex (riolractura) miden 0,5 х 2,5 um. Ambos forman sus propios 
linajes tlogenéticos dentro de la rama Bacteria (vdase Figura 12.1). 


ticas de Bacteria y de Archaea, Sin embargo la bacteria Ammo- 
nifex, un miembro termofílico de Gram positivas con bajo 
contenido en GC que crece anaeróbicamente por oxidación de 
H; acoplada a la reducción de nitrato hasta amoníaco tam- 
bién contiene lípidos, como los de Thermodesulfobacterium, рог 
ello se piensa que los lípidos соп enlaces éter deben ser más 
frecuentes de los que en principio se pensó. 


Aquifex, Thermocrinus 
|ёпегоз relacionados 


El género Aquifex (Figura 12.102b) es quimiolitotrofo estric- 
to e hipertermófilo autotrófico, siendo de hecho el más hi- 
pertermófilo de Bacteria, Varios Aquifex utilizan Hy, S’, o 
5,01 como donadores de electrones y O, o NO; como 
асеріогез y crecen bien con temperaturas altas de hasta 95'C 
(óptimo 85°С). Soporta bajas tensiones de oxígeno у es uno 
de los pocos restos aeróbicos de entre los hipertermófilos 
junto con unas pocas Archaea (véase Secciones 135 y 13.9) 
Son completamente incapaces de crecer quimioorganotró- 
ficamente sobre compuestos orgánicos, incluyendo mezclas 
complejas de extractos de levadura o de carne. Hudrogeno- 
bacter un pariente próximo de Aquifer, muestra muchas pro- 
piedades semejantes, pero es un aerobio estricto. 

La autotrofia en Aquifex se lleva a cabo mediante enzi- 
mas del ciclo del ácido cítrico reverso, y una serie de reac- 


HC Resto пао 
e 


CEEE Pomocesurodacionun. (a) Micrografía de con 

rasto de fases de 7. mobil. (b) Estructura de uno de los Ipidos de Т. 
mobile, Nótese que aunque los enlaces воп ter, las dos cadenas Ia- 
orales hidrofóbicas по son unidades de ftanil como өп Archaea (Sec- 
ción 4.5). La letra “R= es para indicar restos hidroflicos tales como un. 
grupo tostato 


ciones que consisten en que anteriormente sólo se habían 
observado en las bacterias valores del azufre (véanse Sec- 
ciones 12.32 y 17.7) en el dominio Bacteria, Se ha secuen- 
ciado completamente el genoma de Aquifex aeolicus (véase 
Sección 15.3) y todo su metabolismo quimiolitrófico/auto- 
trófico está codificado en un genoma sorprendentemente 
pequeño de tan sólo 1,55 megabases (lo que equivale a un 
tercio del genoma de E. coli). Este hecho ya se comentó pre 
viamente en la Sección 11.2, cuando se trató de las propie- 
dades fisiológicas de las formas de vida primitivas. El 
hallazgo de que tantos hipertermófilos, especies tanto de 
Archea como de Bacteria como Aquifex, sean quimiolitotro- 
fos del Hy junto con el hecho de que se ramifican muy pron- 
to (divergen) como linajes en sus respectivos árboles 
filogéneticos (véanse Figuras 11.13, 12.1 y 13.1), sugiere que 
el H; fue un donador de electrones clave para los organi 
mos en las condiciones de la Tierra primigenia. En la Figu- 
та 11.5 se muestra un modelo simple de la utilización del Hz 
Para generar una fuerza motriz de protones y, como con- 
secuencia, producir energía en forma de ATP: 


Thermocrinus 

Un pariente interesante de Aquifex y de Hydrogenobacter es 
Thermocrimus (Figura 12.1044), Este microorganismo es hi- 
pertermofílico (temperatura óptima de ВОС), quimiolito- 
trofo capaz de oxidar el hidrógeno, tiosulfato o azufre 
elemental siendo el oxígeno el aceptor de electrones. Ther- 
mocrinus ruber, la única especie conocida, crece en ma- 
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[ресе como masas flamentosas (echa) sobre un sustrato silico 
Im ol Manantial del Pulpo, (85°C) Parque Nacional de Yellowstone. El 
olor rosa ез debido a un pigmento carotencide, (b) Micrografia etc. 
nica de barrido de bacilos de Т. ruber creciendo sobre vidrio cu- 
ito. silcona. Las estructuras semejantes a cabellos son fibras де 
(Иса. Tamaño celular: 0,4 x 1-3 um. 


Enantiles calientes de Parque Nacional de Yellowstone, for- 
imando arroyos rosas formados de masas filamentosas de 
Каша de este microorganismo y adheridas a un sustrato 
co (Figura 12.1044). En cultivos estáticos crece como 

ша individuales en forma de bacilo (Figura 12-1040) 


[Мо obstante, cuando se cultiva en un sistema fluido en el 

¡que el medio de cultivo se deja gotear cuidadosamente so- 

[Ме una superficie de cristal (como un portaobjetos) a la 

ран айм, ності adopta a 
а filamentosa. 

[Thermocrinus ruber tiene un gran significado histórico 
jara cualquier microbiólogo actual, pues fue uno de los pri- 
meros microorganismos termófilos estudiados por Thomas 
Brock, en los años 1960, pionero en el campo de la biología 
elas aguas termales. El descubrimiento por Brock de que 


estos arroyos rosas (Figura 12.1044) contenían ácido mucleico 
y proteínas, indicaba claramente que poseían seres vivos y 
que no eran meramente depósitos inorgánicos. Además, la 
presencia de corrientes en el flujo de las fuentes termales а 
80-90°С y no a temperaturas más bajas, apoyaba la hipóte- 
sis de Brock de que se trataba de microorganismos termófilos 
estrictos, y que, probablemente, podrían estar presentes in- 
cluso en agua hirviendo. Esto fue en años siguientes per- 
fectamente corroborado, con el descubrimiento de docenas 
de géneros de procariotas hipertermófilos que viven en 
fuentes termales, fuentes hidrotermales submarinas y otros 
ambientes a altas temperaturas (Secciones 6,10, 1237 y 1238, 
134-13.10 y 19.8). 


XV PHYLA 15 Y 16: NITROSPIRA Y 
DEFFERIBACTER 


PET Nitrospira, Defferibacter y géneros 
relacionados 


ıe hemos cubierto un gran número de phyla de Bac 

teria, algunos otros se han descrito por secuencia directa de 
КМА y de ellos se conoce poco. Tal es el caso de Nitrospira 
y Defferibacter (Figura 12.1). Fisiológicamente, estos dos or 

ganismos son o bien quimiolitotrofos o quimicorganotrofos 
y son desde mesófilos hasta termófilos. 

Сото las proteobacterías nitrificantes (véuse Sección 
12.3), Nitrospira oxida nitroso hasta nítrico y crece autotró- 
ficamente. A pesar de su relación con las bacterias clásicas 
nitrificantes, Nitrospira es filogenéticamente muy diferente 
y además carece de un sistema desarrollado de membra 
паз inte es el caso de las bacterias nitrificantes 
(véase Figuras 12.7 y 128). Sin embargo, comparte econi: 
chos con ellas; por ello se ha sugerido que la capacidad de 
nitrificación se adquirió de forma colateral durante la evo- 
lución del género y a partir de las bacterias nitrificantes; 
esta estrategia de evolución lateral ha sido muy frecuente 
mente explotada por el mundo procariótico (Sección 11.7). 

Otros géneros en el grupo de Nitrospira incluyen Lep- 
tospirillum, un quimiolitotrofo oxidante de hierro, respon- 
sable de gran parte del drenaje ácido de las minas de carbón 
y hierro (Sección 19.16) y también incluye Thermodesulfovi 
brio, una bacteria reductora de sulfato y termofílica que ha- 
bita manantiales de agua caliente (Sección 18.10) 


Defferibacter 

El género Defferibacter también forma su linaje distintivo 
(Figura 121) e incluye especies anaerobías. Otros géneros 
en el grupo incluyen Geovibrio y Flexistipes, siendo éste úl 
timo anaerobio estricto y metabolismo fermentador, Def 
ribacter у Gevvibrio muestran, sin embargo, una respiración 
anaeróbica muy versátil, utilizando bastantes aceptores de 
electrones que incluyen los iones férrico y manganoso, Vi- 
mos en el Capítulo 17, cómo la respiración anaerobia pue- 
de utilizar diversos aceptores finales de electrones, Los 
miembros del grupo Defferibacter son poco habituales en 
cuanto al gran número de aceptores de electrones alterna- 
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tivos que pueden usar y porque son anaerobios estrictos. 
La mayoría de los microrganismos capaces de crecer рог 
respiración aneróbica con nitrato o metales como acepto- 
res de electrones son anaerobios facultativos, es decir, son 
capaces de crecer bien en aerobiosis total (respiración ae- 
róbica) o bien por respiración anaeróbica (véase Sección 
17.13). 


/__ 12.36-12.38 Revisión de conceptos 


Thermotoga, Thermodesulfobacterium y Aquifex crecen a altas tem- 
peraturas y cada uno de ellos constituye una punta de lanza 
evolutiva de linajes principales de Bacteria. Aquifex es un qui- 


Preguntas de repaso 


miolitotrofo que oxida hidrógeno, mientras que Thermotoga y 

Thermodesulfobacterium son quimioorganotrofos anaeróbicos. 

Nitrospira y Deferribacter forman sus propios campos evoluti- 

vos. 

Z Compare el metabolismo catabólico de Thermotoga y Ther- 
modesulfobacterium. 

+ ¿Qué es inusual de los lípidos de Thermodesulfobacteriuon? 

+ Desde una perspectiva genómica, ¿por qué es sorprenden- 
te que Aquifex sea capaz de crecer a partir de anhídrido car- 
bónico, hidrógeno y oxigeno? 

4 Contrastelas características metabólicas de Nitrospira y De- 
ferribacter 


1. De todos los Filos de Bacteria estudiados en este Capi- 
tulo, ¿cuál contiene los grupos con las fisiologías más 
diversas? 

2. Indique ejemplos de cómo la reacción del Gram posee 
valor predictivo en estudios filogenéticos? 

3. ¿Qué tienen en común las cianobacterias con los pro- 
clorofitos? ¿Y con los cloroplastos? ¿Cómo se piensa 
que están relacionados filogenéticamente? 

4. ¿Qué comparten en común las especies de Plantomyces 
con representantes de Archaea? 

5. ¿En qué se parecen Chlorobíum y Chloroflexus? ¿En qué 
difieren? 

6. Indique una característica fisiológica clave de los si- 
guientes representantes de Bactería que la separaría 
inequívocamente una de otra: Acetobacter, Methanococ- 
cus, Azotobacter, Desulfovibrio, Lactobacillus, Nitrobacter, 
Oscillatoria. 

7. Indique una característica morfológica clave que dife- 
renciaría los siguientes representantes de Bacteria: 


Ejercicios prácticos 


Streptococcus, Spirillum, Streptomyces, Verrucomicrobium 
y Spirochaeta. 

8. ¿Qué características clave podrían usarse para dife- 
renciar los siguientes géneros de bacterias Gram posi- 
tivas: Bacillus, Mycoplasma y Mycobacterium? 

9. ¿En qué se parecen y en qué se diferencian las clami- 
dias y las riquetsias? 

10, ¿Qué características fisiológicas importantes unen a 
las especies de Thermotoga, Aquifex y Thermocrinus? 

11. Compare y diferencie entre el metabolismo, la morfo- 
logía y la filogenia de las bacterias rojas no del azufre 
y las bacterias verdes no del azufre, 

12. Нара una lista del donador de electrones рага el me- 
tabolismo energético de cada uno de los siguientes 
géneros de Bacteria y diga si el microorganismo es 
aerobio o anaerobio: Thiobacillus, Nitrosomonas, Ralso- 
tonia eutrophus, Methylomonas, Acetobacter, Gallionella y 
Propionibacterium. 


1. Defienda la siguiente afirmación utilizándo argumen- 
tos filogenéticos, estructurales y fisiológicos: «Escheri- 
chia coli es una bacteria mucho más evolucionada que 
Thermodesulfobacterium». 


2. Defienda o refute la siguiente afirmación: «La morfo- 
logia celular no tiene, en absoluto, valor predictivo fi- 
logenético». 


unque algunas especies de Archaea se desarrollan en ambientes bas- 

tante inocuos, tales como el intestino de animales de sangre caliente, son 

los ambientes extremos en donde las Archaea se desarrollan. Aquí se 
muestra el crecimiento de una Archaea alcalofíllca que ha colonizado un lago car 
bonatado en Egipto. El color rojo es debido a pigmentos carotenvídicos que pro- 
ducen estos organismos para protegerse de los efectos deletéreas de la hez solar. 
Les haloalcalótilos son procariotas extremófilos que han evolucionado para спех 
ter óptimamente bajo condiciones de alta salinidad y de alto рН. 
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121 Visión filogenética de Archaca 


132 Conservación de la energía y autotrofia 
en Archaca 


Il PHYLUM EURYARCHAEOTA 
133 Haléfîlos extremos 
134 Archaea productoras de metano: 
metanógenos 
135 Thermoplasmatales: Thermoplasma, 
Ferroplasma, y Picrophilus 
136 Euryarchaeota hipertermófilos: 
Thermococcales y Methanopyrus 
137 Euryarchaeota hipertermófilos; 
Los Archaeglobales 
Il PHYLUM CRENARCHAEOTA 
120 Hábitat y metabolismo energético de los 
Crenarchacotas 
139  Hipertormófilos de hábitat terrestres 
volcánicos: Sulfolobales y Thermoproteales 
12.10 Hipertermóflos de hábitat volcánicos 
submarinos: Desulfurococcales 


IV EVOLUCIÓN Y VIDA A ALTAS TEMPERATURAS 


19.11. Estabilidad térmica de las biomoléculas 
3.12 Archaea hipertermófilos y evolución 
microbiana 
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Acetotrófico consumidor de acetato. Se usa 
para describir un metanógeno, organismo. 
capaz de escindir la molécula de acetato en 
CHuy CO, 

Bacteriorrodopsina proteina de membra- 
та que contiene retinal, producida por cier- 
tos halófilos extremos y capaz de generar 
una fuerza motriz de protones mediante 
energia luminica 

Crenarchaeota un phylum de Archues que 
contiene microorganismos hipertermóhilos. 
y psicnáfilos 

ФМА girasa reversa proteina universal 
mente presente en los hipertermófilos que 
introduce enrollamientos positivos en el 
ОМА circular 

Euryarchaeota un phylum de Archaes que 
comprende microorganismes metanogént- 


cos principalmente, halóflos extremos y el 
género Thermoplasma 

Fitanil cadena hidracarbonada de 20 ¿tomos 
де carbono, ramificada y presento en los li- 
pido de Archaea 

Malófllo extremo organismo cuyo creci- 
miento depende de altas concentraciones 
Че cloruro sódico (generalmente mayor de 
10%) 

Malorrodopsina bomb de cloro impulsada 
Por la luz que acumula el ion cloruro en el 
citoplasma 

Hipertermêfilo procariota con una tempe 
Tatura de crecimiento óptima de SIC o si 
peor 

«Korarchasota» un phylum de Archur hi- 
pertermófilos que se ramificó еп la base del 
tronco Archer 


Metanógeno término que alude a un proca- 
riota productor de gas metano 

Ruta del acetil-coA (Ljungdahi-Wood) 
ruta de fijación autotrófica del CO, muy 
extendida entre anaerobios estrictos tal 
como los metanógenos, homoacetógenos y 
Bacterias reductoras de sulfato 

Solutos compatibles sustancias orgánicas 
о inorgánicas acumuladas еп el citoplasma. 
Зе organismos halófls para mantener la 
osmolaridad 

Sulfatara emisor volcánico rico en azufre que 
genera un ambiente ácido y habitado por 
arqueos hipertermófilas 

Тегтовота una chaperoniva inducida por 
Choque térmico que repliega parcialmente 
proteinas parcialmente desnmuralizadas por 
la temperatura еп Achara hipertermófilos 


A ces consideraremos el dominio Archaea: 
En el capítulo 11 poníamos de relieve las profun- 
das diferencias fenotípicas y filogenéticas que separan Bac- 
teria de Archaea. Ahora estudiaremos los microorganismos 
еп sí mismos. Algunas características principales (descri- 
tas en la Tabla 11.3) incluyen la ausencia de peptidoglicano 
еп las paredes celulares y la presencia de lípidos con enla- 
сез éter y RNA polimerasas muy complejas. Como vere- 
mos en este capítulo, а pesar de estas características, el 
dominio Archaea forma un grupo muy diverso desde el 
punto de vista fenotípico. Como se hizo en el Capítulo 12 
Sobre el dominio Bacteria, aquí también se comienza con 
una visión filogenética que muestra las relaciones evoluti- 
vas dentro del dominio Archaea. рц 


[EEX] visión filogenética de Archaea 


La Figura 13.1 muestra el árbol filogenético de Archaea que 
se bifurca en dos grandes phyla denominados Crenar- 
chaeota y Euryarchaeota. El tercer phylum «Korarchacota» 
se ramifica muy tempranamente en la base del árbol filo- 
genético (Figura 13.1). El primer phylum agrupa funda- 
mentalmente especies hipertermófilas tales como las 
especies que crecen a las mayores temperaturas conocidas. 
Muchas de estas especies son quimiolitoautotrofos y como 
sus hábitat respectivos carecen de vida fotosintética los Cre- 
únarchaeota son los productores primarios. 

Estos microorganismos tienden a agruparse y a ocupar 
ramas muy cortas en el árbol de la vida basado en el rRNA 
Че 165 (Figuras 11.13 y 13.1), Esto sugiere que estos orga- 


nismos poseen «relojes evolutivos lentos» y que han sido! 
los últimos en haber evolucionado a partir de ese hipoté- 
tico antecesor, evolutivo común. Por esta razón son 
nos modelos para estudiar formas de vida primitiva sobre 
la Tierra. Por el contrario, las formas sicrofílicas dentro de 
este phylum se han detectado por muestreo comunitario 
(véanse Secciones 18.5 y 19.6) de aguas oceánicas y, desde 
una perspectiva filogenética, evolucionan muy rápida- 
mente por lo que ocupan ramas más largas en el árbol evo 
lutivo (Figura 13.1). Consideraremos los Crenarchaeota 
más detalladamente en las Secciones 13.8-13.10. 
Los Euryarchaeota comprenden un grupo diverso de Ar- 
chaca muchos de los cuales, como еп el caso anterior, habi- 
tan en ambientes extremos. Aquí veremos las bacteri 
metanogénicas que estan ligadas a las halobacterias (Figu: 
та 13,1). Curiosamente, las primeras son anaerobios estri 
tos y las segundas aerobias, en su mayor parte. También 
incluyen aquí los hipertermófilos Thermococcus y Pyrococcus 
y el metanógeno Methanopyrus (Figura 13.1), así como, Ther- 
тор!азта carente de pared celular, un organismo fenotipi- 
camente similar а los micoplasmas (véase Sección 122), 
Finalmente, hay que indicar que existe un gran grupo dé 
euryarchaeotas no cultivables de origen marino, que se ubi- 
сап al final de las ramas y en lo alto del árbol evolutivo (Fi 
gura 13.1). En las Secciones 133-1377, se desarrollarán más 
detenidamente las Euryarchaeota. 
Los =Korarchaeota» se descubrieron accidentalmente” 
muestreando comunidades microbianas (véanse Secciones: 
116 y 185) en un manantial caliente poco habitual de Ye 
Mowstone pero ya se pueden cultivar en el laboratorio (vés 
se Sección 13.12 y Figura 13.24). El «Korarchaeota», gru 
que aún no ha sido reconocido oficialmente en taxon: 
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Euryarchaeota 


Соп esta visión general de la filogenia de Archaea, pro- 

0s a describir brevemente las características meta- 

в de Archaea у, a continuación, las principales propie- 
des de las arqueas que han podido cultivarse. 


Conservación de la energía 
autotrofía en Archaea 


ico en los metanógenos по se pare- 
еп nada al de otras bacterias pertenezcan a Bacteria о Ar 
диеп. Por esta razón reservamos la discusión de esa parte 
el Capítulo 17 y aquí nos centraremos en el metabo- 

de Archaea no metanógenos. 


¡Algunos son quimivorganotrofos y, por tanto, utilizan 
¡compuestos orgánicos como fuente de carbono y energía 
'Elcatabolismo de la glucosa se produce mediante la ruta 

'Entner-Doudoroff (E-D) ligeramente modificada (véase 


127) o por la ruta glucolítica (véase Sección 5.10), 
oxidación de acetato hasta CO, ocurre a través del ciclo 

[ácido cítrico (vénse Sección 5.13) o de ligeras variacio- 
es así como, la ruta del acetil-coA (véanse Sección 17.16). 
conoce poco sobre la síntesis de aminoácidos y otros 


precursores de macromoléculas en Archaea pero, presumi- 
blemente, los monómeros clave se producen a partir de in- 
termediarios biosintéticos, como los previamente indicados 
para Bacteria (véase Sección 5.15). 

Las cadenas de transporte de electrones tal como los 
úcitocromos а, b y с, se encuentran en algunas Archaea. Em- 
pleando estos transportadores de electrones, el quimioor- 
ganotrofismo se produce mediante la introducción de 
electrones a partir de donadores orgánicos directamente 
en la cadena transportadora, lo que conlleva a la reduc- 
¡ón de Os, S u otros aceptores electrónicos y a la genera- 
ción concomitante de una fuerza motriz de protones que 
origina ATP en ATPasas de membrana (véase Sección 5.12). 
La quimiolitotrofía también está bien establecida en Ar- 
chara, siendo el Н; el principal donador de electrones. Más 
adelante se examinará la quimiolitotrofía e hipertermofi- 
Ба (Sección 13.8). 

La autotrofía está bastante extendida en Archaea. En 
los metanógenos y presumiblemente en la mayoría de los 
quimiolitotrofos hipertermófilos, el CO, se incorpora vía 
acetil-coA (véase Sección 17.16). En otros hipertermófilos, 
la fijación de CO, se lleva a cabo a través del ciclo reverso 
del ácido cítrico como ocurría en las bacterias verdes del 
azufre (véanse Secciones 12.33 y 17.7) о a través del ciclo de 
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Calvin, que es el ciclo habitual para la autotrofia tanto en 
Bacteria como en Eukaryota (vénse Sección 17.6). En este sen- 
tido, se han caracterizado los genes que codifican (entre 
otras) la proteína RubisCO termoestable y funcional (ca- 
taliza la primera reacción del ciclo de Calvin) a partir del 
metanógeno Metanocaldococcus jannaschii y de especies de 
Pyrococcus 

Vemos, por tanto, cómo muchas de las rutas anabólicas 
y catabólicas presentes en Archaea son semejantes a las vis- 
tas еп Bacteria poniendo de manifiesto que el metabolismo 
tiene una larga historia evolutiva. Una vez vistos estos as- 
pectos, comenzamos ahora el estudio de la diversidad de 
este interesante dominio. 


У__13.1-13.2 Revisión de conceptos 

Archaeu posee tres trayectorias filogenéticas, Euryarchaeota, Cre- 

narchaeota y «Koracchaeota». Con la excepción de la metano- 

génesis, la bioenergética y el metabolismo intermediario es 

semejante a lo que se encuentra en Bacteria. 

Y ¿Qué organismo mostrado en la Figura 13.1, Halobacterium 
© Methanapyrus, posee un reloj evolutivo más lento? 

4 ¿Quérutas autotróficas se encuentran en Archaar? 


II PHYLUM EURYARCHAEOTA 


EES Halófilos extremos 


Géneros clave 


Halobacterium 
Haloferax 
Natronobacterium 


Las arqueas halófilas extremas constituyen un grupo di- 
verso de procariotas que habitan ambientes de elevada sa- 
linidad tales como salinas, lagos salados naturales, o los 
hábitat salinos artificiales, como las superficies de alimen- 
tos en salazón (algunos tipos de pescado y carnes). A tales 
hábitat se les conoce como hipersalinos. El término halófilo 
extremo se usa para indicar no solamente que estos огуа- 
nismos son halófilos, sino para indicar que requieren obli- 
gatoriamente altas concentraciones de sal, incluso en 
algunos casos cercanas a la saturación. Un organismo ha- 
I6filo extremo es aquel que requiere al menos 1,5 M (sobre 
el 9%) de NaCl; la mayoría de las especies requieren 2-4 М 
(12-13%) para el crecimiento óptimo. En la práctica, todos 
los halófilos extremos pueden crecer a 5,5 М (32%), aunque 
algunas especies crecen muy poco a esta concentración tan 
айа. 


Ambientes hipersalinos 

Los ambientes hipersalinos están bastante extendidos por 
todo el mundo, pero los extremadamente hípersalinos son 
más bien raros. La mayoría de éstos se encuentran en zo- 
nas calientes y secas. La composición iónica de los lagos 
salinos varía considerablemente; el predominio de unos u 


otros iones depende de la topografía, geología y condicio- 
nes climáticas generales que rodean el lago. El Gran Lago 
Salado estadounidense del estado de Utah (Figura 1320), 
por ejemplo, es fundamentalmente agua de mar concen- 
trada porque la proporción relativa de cada ion es la del 
agua de mar, sólo que mucho más alta, El catión principal 
es el sodio, mientras que el anión primario es el cloro; exis- 
ten cantidades significantes de sulfato y un ligero pH 
calino (Tabla 13.1). Poe е] contrario, Я mar muerto es 
relativamente bajo en solio pero alto en magnesio (Tabla 
13.1). La química del agua de los lagos carbonatados se 
asemeja al del Gran Lago Salado, pero debido a los carbo- 
natos que se incorporan al agua de las rocas circundantes 
el pHes bastante más alcalino; valores de 10-12 no son in- 
frecuentes (Tabla 13.1 y Figura 13.2с). Además el magnesio 4 
y calcio están prácticamente ausentes debido a que р 
pitan a altos valores de pH (Tabla 13.1). 

A pesar de que parece que son ecosistemas duros para 
la vida, los lagos salados son ecosistemas muy bioproduc- 
tivos. Archaea no son las únicas formas de vida que flores 
cen allí. El alga microscópica Dunaliella es el principal (a 
veces el exclusivo) productor primario fotosintético. En 
lagos alcalinos el alga по puede proliferar y el escalón 


totosiniético está cublecto por bacterias púrpuras апо 
xigénicas del género Ectothiorhodospira y Halorhodospira 
(Sección 12.2) como formas predominantes. El material or- 
gánico que origina el escalón primario, ya sean fotosinté- 
ticos oxigénicos о anoxigénicos, permite el crecimiento de 
Archaea halófilos que son quimioorganotrofos y aerobios. 


Adicionalmente, algunas formas anaerobias сото Haloa- 
naerobium y Halobactervides pueden crecer también en es- 
tos ambientes. 

Las salinas marinas son también buenos hábitat para 
los procariotas halófilos extremos. Como se sabe, las sali- 
nas son agua de таг estancada que se evapora lentamen- 
te por acción del Sol (Figura 13.2b, d). A medida que la 
salina se aproxima a una concentración mínima de sales 
раға permitir el crecimiento de los halófilos extremos, las 
aguas se vuelven de color rojizo debido al crecimiento mar 


TABLA 13.1 


Na 105 12 
ке 67 77 23 
Mg п и <01 
с” 03 172 <01 
ar 81 25 155 
Br 02 5з = 
soë 27 os эз 
HCO, 07 02 6 
pH 77 ы n 


* En comparación, el agua de mar contiene (por litrs: Na”, 106 к; KC, 038 gi 
MOS Ap O Пее OMS ESO, . ASCO, Юрна 
Y Vane Figura 1228. 

* Wadi E Natroun, Egipto (wine Figura 1326) 
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Наса perano. a Gran Lago Salado en Utah, un lago hieren en ai qua Ta таноб Tin ӨЕ alar pu der por 
[л concentración atonta diaz veces supero: El color varda а datid Andamantalmerte alas alzas verdas halófiaa, Галибай sala.) 
Mic dl ata de San Franciscos Calla mostrando una sarte de eI de анараа conde aa papara ай сота И" 
púrpura es debido a las bacteriorruberinas y bactenorrodopsina de Halobactenum, (с) Lago Hamara, Wadi El Natroun (Egipto). Crecimiento de un 
'alcalófilo pigmentado en este lago carbonatado (pH 10): Nótense los depósitos de Na,CO, alrededor de los bordes del lago. (d) Micrografía de 
о асил taies como Ja bacterias cuadradas presentas өп salaa драсна. 


sivo de arqueas halofílicas (la coloración rojiza apreciable 
enla Figura 13.2b y с proviene de los carotenoides y otros 
mentos que se discutirán más adelante). También sue- 

encontrarse en las salinas, procariotas muy inusuales 
бото es el caso de las bacterias cuadradas (Figura 13.24). 
Por último también se aíslan halófilos extremos en ali- 
mentos con alta concentración de sal, como salchichas, pes- 
cado y embutidos de cerdo. 


Taxonomía y fisiología de Archaea 

halófilos extremos 

1а Tabla 13.2 recoge las especies reconocidas de este gru- 
Ро bacteriano. El rRNA de 165, la secuenciación de DNA 


y otros criterios han definido 10 géneros de halófilos ex- 
tremos (Tabla 13.2). Frecuentemente, reciben la denomi- 
nación de «halobacterias» a consecuencia del género clásico 
Halobacterium (Figura 13.3), que fue el primero en ser des- 
crito y todavía sigue siendo el más estudiado. Natronobac- 
terium, Natronomonas y relacionados difieren del resto del 
grupo en que además son extremadamente alcalofílicos, 
(véase Tabla 13.1 y Figura 13.2c); el crecimiento óptimo se 
consigue a concentraciones muy bajas de magnesio Mg" 
y elevadas de pH (9-11). 

Reaccionan al Gram negativamente y se reproducen por 
fisión binaria no dando lugar ni formas de resistencia ni a 
esporas de ninguna clase. La mayoría de las halobacterias 
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TABLA 13.2 


Halófilos extremos 


Halobucterium Bacilos 1 
Halorubrum Bacilos. 7 
Halobaculum Bacilos. 1 
Haloferas Discos planos 4 
Haloareula Discos irregulares 7 
Halococcus Cocos 3 
Halogeometricum Bacilos 1 
Haloterigena Bacilos, óvalos 1 
Maloalcalófilos 

Natronshacterin Bacilos 1 
Матта Bacilos 2 
Минаа Bacilos 2 
Natronomonas Bacilos 1 
Natronovoccus Cocos 2 
Natronorubrum Células aplanadas 2 


son inmóviles pero algunas ве mueven ligeramente me- 
diante flagelos. La organización genómica de Halobacte- 
rium y Halococcus es inusual, en el sentido de que poscen 
grandes plásmidos que representan hasta el 30% del total 
de DNA celular con un GC (57-60) claramente diferente 
del DNA cromosómico (66-68). Estos plásmidos están en- 
tre los más grandes descritos en la naturaleza (véase Sec- 
ción 10.8) 

Las bacterias halófilas son quimioorganotrofas y la ma- 
yoría aerobias estrictas. Utilizan aminoácidos o ácidos or- 


а 


5 


o 


EEEE Micrografas electrónicas de cortes finos del пано 


extremo Halobacteriun salinarum. Una célula tiene un diámetroaproxi- 
mado de 0.8 ym. (a) Sección longitudinal. (b) Detalle a mayor aumen- 
to mostrando la estructura glicoproteica de la pared celular. 


wn Pescado salado; lagos 
hipersalinos; salinas 
ел Mar Muerto; salinas 
KI Mar Muerto. 
6066 Mar Muerto; salinas. 
6365 Valle de la muerte; lagos salinos; 
Salinas 
ЕЯ Pescado salado; salinas 
540 Salinas 
э Suelos salinos 
ss Lagos carbonatados hipersalinos 
К] Pescado salado 
04 Lagos carbonatados. Arena salada 
өы Lagos carbonatados 
зы Lagos carbonatados. 
5940 Lagos carbonatados 


gánicos como fuente de carbono y energía y requieren bas- 
tantes (principalmente vitaminas) factores de crecimiento. 
Algunas especies del género Halobacterium oxidan carbo- 
hidratos, pero ésta es una capacidad rara entre las halo- 
bacterias. Poseen cadenas transportadoras de electrones 
соп citocromos a, b y с y la energía se conserva en creci- 
miento aeróbico gracias a una fuerza motriz de protones 
generada en la membrana y mediada por quimioósmosis. 
Algunas formas crecen en anaerobiosis, En estos casos, es 
a expensas de fermentar azúcares o por respiración anae- 
robia (véase Sección 17.13) unida a la reducción de nitrato o 
fumarato. 


Balance de agua en los halófilos 

Estas bacterias requieren grandes cantidades de sodio para 
crecer. En el caso de Halobacterium, donde se han llevado a 
cabo detallados estudios de salinidad, el ion К“ no puede 
remplazarse por otro, ni siquiera por el potasio, Vimos en 
la Sección 6.12 cómo ciertos microorganismos pueden so- 
portar las fuerzas osmóticas que acompañan a la vida que 
se desarrolla en ambientes con muchos solutos, como es la 
acumulación intracelular de compuestos orgánicos que lla- 
mamos biocompatibles. Estos solutos contrarrestan la ten- 
dencia celular а deshidratarse en ambientes con mucha 
fuerza osmótica manteniendo una actividad de agua apro- 
piada para el desarrollo de su bioquímica, en lo que se de- 
nomina un balance de agua positivo соп el medio ambiente. En 
el caso de Halobacterium bombea grandes cantidades de po- 
tasio hacia el interior celular, hasta tal punto, que la con- 
centración dentro de la célula es varias veces superior al 
sodio extracelular (Tabla 133). 

La pared celular de Halobacterium está formada de una 
glicoproteína estabilizada por ¡ones sodio, que es funda- 
mental para mantener la integridad celular; cuando escasea 
el sodio la célula simplemente se lisa, Esto es debido a la 
presencia de enormes cantidades de aminoácidos negati- 
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TABLA 13.3 


м" 33 оз 
к ов 5з 
Mg” олз олт 
а эз эл 


vamente cargados como son el aspartato y el glutamato еп 
tal glicoproteína de superficie. Cuando hay suficiente so- 
dio, las cargas negativas de los grupos carboxilos están neu- 
tralizadas por este catión, pero cuando es insuficiente la 
repulsión electrostática de las cargas negativas conduce a 
sis celular 


Componentes citoplasmáticos de los halófilos 
Сото las proteínas de las paredes celulares, las proteínas 
ciloplasmáticas de Halobacterium son también altamente 
licas y requieren potasio para la actividad en lugar de 
sodio lo cual no es sorprendente, 
йа que K' es el catión interno predominante en las células 
de Halobacterium (Tabla 13.3). Además, las proteínas cito- 
plasmáticas contienen muy baja proporción de aminoáci- 
дов hidrofóbicos como lisina, sobre todo si se compara con 
“bacterias по halófilas, Esto también tiene sentido, pues las 
proteínas muy polares en un medio muy iónico tienden а 
permanecer en solución, mientras que las no polares tien- 
dena agruparse y perder actividad. Los ribosomas de Ha- 
olucterion también requieren altos niveles de potasio para 
ааыа аа (los ribosomas de los no halófilos no tienen 
talks requerimientos). Por todo ello, es bastante evidente 
las Archaea halófilas extremas están altamente адај 
adas tanto hacia fuera como hacia dentro a hábitat sali- 
"nos. Los componentes celulares que están expuestos hacia 
úrequieren sodio mientras que los que están expues- 
кв hacia dentro requieren, como se ha visto, potasio. Con 


Та ехсерсібп de unos pocos halófilos extremos de Bacteria 

que también utilizan el potasio como soluto compatible, 

“en ningún otro grupo se da esta peculiaridad de tan alto re- 
ento de cationes para el mantenimiento de la acti- 
biológica 


lorrodopsina y síntesis de АТР 
por luz 

especies de Archaea halófilas extremas son capaces 
levar a cabo síntesis de ATP mediada por luz y по im- 
el uso de la clorofila (por lo que no es fotosíntesis). La 
leza altamente pigmentada de los halófilos extre- 
se puede observar en la Figura 13.2. Este color rojo 
jado es debido a los carotenoides, principalmente 
¡que se llaman hacteriorrubernas y también a pigmen- 
inducibles implicados en el metabolismo energético. 
¡condiciones de baja aireación, Halobacterium salina- 
otros halófilos extremos sintetizan e insertan en sus. 
mas una proteína denominada bacteriorrodopsi- 


na. Se denominan así por su similitud estructural y fun- 
cional con el pigmento visual rodopsina. Conjugada con 
la bacteriorrodopsina existe una molécula de retinal, una 
molécula carotenoídica, que puede absorber luz y catalizar 
la génesis de una fuerza motriz de protones (Figura 13.4). 
El retinal da a la bacteriorrodopsina un tinte púrpura de tal 
тодо que las células de Halobacterium, que se cambian al 
crecer en condiciones de alta aireación a un estado de baja 
concentración de oxígeno (un disparador de la síntesis de 
bacteriorrodopsina), ocurre un cambio gradual de color 
desde naranja hasta rojo-púrpura a medida que aumenta 
la cantidad de bacteriorrodopsina insertada en la mem- 
brana citoplasmática. 

La bacteriorrodopsina absorbe fuertemente luz en la re- 
gión verde del espectro alrededor de 570 nm. El retinal de 
la bacteriorrodopsina que normalmente existe en forma 
trans es excitado por la luz y convertido a forma cis (Figu- 
та 13.4). Esta transformación produce la translocación de 
protones hacia el exterior de la superficie de la membrana. 
Entonces la molécula de retinol vuelve a su isómero trans 
más estable en la oscuridad е incorpora un protón del ci- 
toplasma, completándose así el ciclo (Figura 13.4). A me- 
dida que los protones se acumulan en la superficie externa 
de la membrana, se incrementa la fuerza motriz de proto- 
nes (véase Sección 5.12) hasta que la membrana está sufi- 
cientemente «cargada» para dirigir la síntesis de ATP me- 
diante la acción de una ATPasa translocadora de protones 
(Figura 13.4) 

La producción de ATP mediada por luz en Halobacte- 
rium salinarium, se ha visto que soporta un lento crecimiento 
еп anaerobiosis bajo condiciones nutricionales en las que 
no tiene lugar ningún otro mecanismo energético. La luz 


ATPasa 


Modelo propuesto para el mecanismo de acción de la 
bacterionodopsina. La luz de 570 nm (н) convierte la forma proto- 
nada del retinal de la bacteniorodopsina de la forma trans (Ret,) а la 
forma cis (Ret, junto con la translocación de un protón hacia la su- 
perficie externa de la membrana, produciéndose una fuerza matriz de. 
protones, que dirige la actividad de la ATPasa (véase Sección 5.12). 
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mantiene la viabilidad de estos cultivos en condiciones 
anaeróbicas aún en ausencia de fuentes orgánicas, La bom- 
ba de protones también funciona bombeando sodio al ex- 
terior celular por acción de un antitransportador Na* /H* 
(véase Sección 4.6) y para llevar a cabo la toma de nutrien- 

1 como el K*, que ha de acumularse como soluto com- 
patible. La incorporación de aminoácidos en H. salinarium 
está indirectamente condicionada por la luz, ya que ocurre 
por un co-transportador (simportador) aminoácido/Na' / 
Sección 4.6). La toma continuada depende de que se elimi 
ne el sodio bajo la acción del antiportador Na’ /H* (im. 
pulsado por la luz). 


tes, 


Otras rodopsinas 
Se conocen al menos otras tres rodopsinas en la mem- 
brana de Н, salinarium, además de la bacteriorrodopsi 
па, La halorrodopsina es una bomba impulsada por luz 
que bombea Cl hacia el interior celular para contra- 
restar el К'. El retinal de la halorrodopsina une СН” y 
lo transporta hacia la célula. En H. salinarium hay dos ro- 
dopsinas sensoras. Se trata de de luz que con- 
trolan la fototaxis (véase movimiento hacía la luz, Sección 
4.12). A través de la interacción de una cascada de pro- 
teínas semejante а la que ocurre en una quimiotaxis (véan 
se Secciones 4.12 y 8.11), estas rodopsinas s 
afectan al movimiento flagelar que impulsa a la bacteria 
hacia la luz donde pueden llevar a cabo la síntesis de АТР 
(Figura 13.4) 
Veremos п 
aguas oceánicas 


ás adelante (véase Sección 19.6) que en 
isten microorganism 
contienen as semejantes a la bac 
que se llaman proteorrodopsinas. Funcionan de n 
mejante a lo visto para la bacteriorrodopsina de 
lobacterias, excepto que existen varios tipos, ca 
a determinada longitud de onda de luz. 
Las proteorrodopsinas, como mecanismo de conserva: 
ción de ene 


a en procariotas marinos, tiene un gran 
mtido ecológico ya que la cantidad de materia organi 
disuelta en aguas abiertas es extremadamente baja 
(véase Sección 19.6), por lo que un modo de vida estric 
amente quimioorganotrofo en esos hábitat sería muy di 
ficil. 


У__13.3 Revisión de conceptos 


Los microorganismos halófilos extremos son procariotas que re 
теп grandes cantidades de cloruro sódico para el creci 
miento. Estos organismos bombean mucho cloruro potásico 
hacia el citoplasma como soluto compatible. Estas sales afecta 
a la estabilidad de la pared celular de las moléculas enzimáticas. 
La bomba protónica de bacteriorrodopsina ayuda a los halófilos 
extremos a conseguir ATP extra. 


/ ¿Cuál es la diferencia más importante entre Halobacterium 
y Natronobacterium? 

4 Si las células de Halobacterium requieren altos niveles de 
Ма", ¿por qué esto no es válido para las enzimas citoplas- 
máticas? 

/ ¿Qué beneficio proporciona la bacteriorrodopsina a H. sali 


|124| Archaea productoras de metano: 
¡en 


Géneros clave 


Methanobacterium 
Methanococcus 
Methanosarcina 


Un gran número de Euryarchaeota produce metano (CH) 
сото una parte integral del metabolismo. Tales organis- 
mos se denominan metanógenos y al proceso de formación 
de este gas, metanogénesis. El metano fue inicialmente des- 
cubierto, y denominado como «aire combustible», por el 
físico italiano Alessandro Volta quien lo extraía de los se 
dimentos pantanosos y demostró que era inflamable (el 

experimento Volta» puede reproducirse fácilmente re- 
moviendo los fangos de un pantano en un embudo y apli- 
cando una llama en la parte más estrecha) (Figura 13.5), 
En los últimos capitulos, se estudiará la bioquímica im- 


шга 13, «perimento Volta” tal como se demuest 
Curso de Verano -Diversidad Microbiana- de Wooxts Hole, Massachus- 
sets. Se coloca un gran embudo invertido sobre los sedimentos еп agua. 
dulce donde se estaba produciendo una descomposición anaeróbica 
өп Cadar Swamp, Woods Hole, Después de que el agua hubo despla: 
zado el aire del embudo, éste se taponó y se removieron los sedimen- 
tos permitiendo que las burbujas de metano atrapadas se liberen y se 
concentren en la parte superior del embudo invertido. Inmediatamente 
después de destaponar al embudo, se aproximó una llama a la Боса 
del embudo produciéndose la ignición del metano. Este experimenta 
ме llevado a cabo hace unos 200 años por el fisico italiano Alessandro 
Volta que le levê a considerar al metano como «aire combustible. 
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1. Sedimentos anóxicos: fangos pantanosos (обе Figura 135) 
y sedimentos de lagos. Suelos apretados con alta humedad 
(ове Sección 19.10) 

IL Tractos digestivos de animales 
(2) Rumen de vacas, ovejas, camellos, ciervos, etc. (геше 

Sección 19.11) 
(Ы) Cecum de caballos о conejostuéne Sección 19.11) 
(0) Intestino grueso de 
20 
(4) Intestino d 

ML Fuentes hi 

submar 


¡males monogástrics (hase Sección 


insectos celulolítcos (termitas). 
males de H + CO; fuentes hidrotermales. 
(véase Sección 282) 


IN. Disgestores de fangos. 
У. Endosimbiontes de va 
Figura 1926) 


obio» (обњ 


os protozoos an 


plicada en este proceso fascinante de la metanogénesis 
[ase Sección 17.17) y cómo estos organismos son el es- 
alên final de la biodegradación de la materia orgánica 
en ambientes anaerobios, tales como en los pantanos que 
seindica en la Figura 13.5 (vénse Sección 19.10). Las fuen- 
tes principales de metano biogénico se indican en la Ta 


bla 13.4. 


Diversidad y fisiología de los metanógenos 
Se han descrito una gran variedad de tipos morfológicos 
Че metanógenos (Figuras 13.6 y Tabla 13.5). Su taxonomía 
ве basa tanto en características fenotípicas como filogenéti 
в, siendo además posible el reconocimiento de diversos 
órdenes que agrupan familias bien definidas de Бас 
'metanogénicas (véase Tabla 11.6). Estructuralmente, son cé- 
Julas procarióticas que poseen diversos tipos de pa 
¡celulares que incluyen la seudomurcína que presentan las 
paredes celulares de Methanobacterium y relacionados (Fi 
мга 13.4), la metanocondroitina (se asemeja al condroitín 
Sulfato, el tejido conectivo de los tejidos de vertebrados) de 
'Melhanosarcina y relacionados (Figura 13.7b) y las glico- 


proteínas de pared de Methanococcus y Methanoplanus (Fi- 
gura 13.6; véase Sección 4.8). 

Fisiológicamente, los metanógenos son anaerobios es- 
trictos y se necesitan instalaciones de anaerobios para tra- 
bajar con ellos, Dependiendo de la especie en cultivo, puede 
hacerse en medios minerales suplementados con fuente de 
hidrógeno y anhídrido carbónico (relación 4:1) o también en 
medios complejos, La mayor parte de los metanógenos co- 
nocidos son mesófilos aunque también se han descrito «ex 
tremófilos» para la temperatura o salinidad (véanse Figuras 
138 у 13.13) 


Sustratos para metanogénesis 

Existen al menos 11 sustratos susceptibles de ser metani- 
zables por cultivos puros de metanobacterias (Tabla 13.6) 
Estos sustratos no incluyen los sust 

glucosa o ácidos orgánicos (excepto el acetato) o ácidos 
grasos. En el Capítulo 19, se resumen las reacciones coo- 
perativas que están implicadas en la metanogénesis y que 
muestran que, virtualmente, cualquier sustrato orgánico 
puede ser convertido en metano y anhídrido carbónico 
(véase Sección 19.10) 

Tres clases de compuestos de una lista de 10 se recogen 
en la Tabla 13.6; estos incluyen los de tipo СО, sustratos 
metílicos y acetato. La primera clase incluye un sustrato 
muy importante como es el CO, que es reducido hasta me- 
tano utilizando el hidrógeno como fuente de poder re 
ductor 


tos comunes como 


CO, + 4H CH, +290 АС 131K 


Otros sustratos incluyen el formato y monóxido de car- 
bono. 

La segunda clase de sustrato metanogénico son sustan- 
cias con grupos metilo (Tabla 13.6). Utilizando metanol 
como modelo metilico, la formación de metano puede ocu: 
rrir de dos formas. La primera que incluye la reducción del 
metanol por una fuente externa de electrones como es el 
hidrógeno: 


CHOH +H;=>CH, + HO AG” =—113K] 


@ 


Micrografias de barrido de Archaea metanogénicas mostrando una considerable diversidad morfológica. (a) Methanobrevibac- 
lerruminantium. Su diámetro aproximado es de 0.7 um. (b) Methanobrevibacter arboriphilus. Su diámetro es aproxidamente de 1 um. (с) Metha- 


Терт hungatí. Su diámetro es aproxidamente de 0.4 pm. (d) Methanosarcina barkeri. Su diámetro es aproxidamente de 1,7 ym. 
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Methanobacteriales 
Methamobacterium Bacilos largos s H + CO, formiato 3055 
Methanobrevibucter Bacilos cortos. 7 H; + СО formiato 2731 
Methanospharra Cocos 2 Metanol + H (ambos requeridos) 2326 
Methanothermus Bacilos 2 Ha + СОу puede reducir S°; hipertermófilo Ё 
Methamothermobacter Bacilos 6 H + CO, formiato, thermophiles УЛ 
Methanococcales 
Methanococcus Cocos irregulares 3 Ha + CO; formiato,piruvato + CO, 2935 
Methanothermococcus Cocos 1 Н; + CO, formiato ma 
Methanocaldococcus Cocos 4 н; + CO, 3133 
Methanolorrs Cocos 1 Ha + CO; зі 
Methanomicrobiales 
Methamomucrobium Bacilos cortos 1 H + CO), formiato в 
Methamogenium Cocos irregulares 4 Н; + CO), formiato 4752 
Methanospirillum Espirilos 1 Н; + CO; formiato 4550 
Methanoplanus Células en forma de 3 Н; + CO, formiato 29-50 
placa-dispuestas como finas 
placas con los bordes afilados 
Methanocorpusculum Cocos irregulares 4 Ha + CO; formiato, alcoholes. 4652 
Methanocullens Cocos imegulares. 6 Н; + CO, formiato, alcoholes 4961 
Methanofoliis Cocos irregulares 2 H + CO, formiato 5460 
Methanolacinia Bacilos irregulares 1 Ha + CO; alcoholes 2845 
Methanosarcinales 
Methanosarcina Cocos grandes e irregulares $ Ha + СО», metanol, metilaminas, acetato аз 
еп paquetes cúbicos 
Cocos irregulares en agregados — 5 Metanol, metilaminas 3946 
Cocos irregulares. 1 Metanol, metilamínas; halófilo 7 
Cocos irregulares 2 Metanol, metilaminas 4 
Methamohalophilus Cocos irregulares 3 Metanol, metilmina, halófilo 41 
Methanosacia Bacilos alargados o filamentos 2 Acetato 5261 
Methanosalsum Cocos irregulares 1 Metanol, metilaminas, sulfuro de dimetilo a 
Methanopyrales 
Methanopyrus Bacilos en cadenas 1 Ha + COy hipertermófilo crece a 110°C “ 


a órdenes taxonómico están listados еп negrita 


L Sustratos de tipo CO, 
Dióxido de carbono, CO, (con electrones derivados del Ha 


аара: 4ACHOH—3CH, + OO, +290 АС" =-319k] 


OS El último proceso metanogénico es la ruptura de aceta- 

обоа сао to hasta dióxido de carbono y metano: - 
IL Sustratos metilico У 

Metanol CHO СНСОО + HOCH, + HCO; AG” = 31k] 

Metilamina, CH;NH;* 


Dimetilamina, (CH3) NH3” 
Trimetilamina, (CH3), NH * 
Metilmercaptano, CH,SH 
Sulfuro de dimetilo, (CH3);5 

ML. Sustratos acetotróficos 
Acetato, СНСОО: 


y iores son exotérmicas y pue- 
Piruvato, CH;COCOO den utilizarse para generar ATP. La bioquímica de estos 
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Microgratias electrónicas de transmisión de cortes finos de Archaea melanogónicos (a) Methanobrovibacter ruminanturn, Su di- 


таго es de 0.7 ym. (Б) Methanosarcina barker, mostrando su gruesa pared celular y la forma de dividirse у formación de la pared celular trans- 
versa. La pared celular de М. ruminantium contiene pseudopeptidogicano («base Figura 4 34a), mientras que la parede celular de M. barker! contiene 


proteinas y peptidogliconos. Su diámetro aproximado es de 1.7 ym. 


Boss indica con detalle en el Capítulo 1 y aquf so- 

inte resaltamos que la metanogénesis está íntima- 

mente ligada a una fuerza motriz de protones para la 
js de ATP siguiendo la quimioosmosis (véase Sec 

ión 5.12). No ocurre en este grupo de bacterias, fosfo- 
jón a nivel de sustrato como ocurre en bacteri: 


lermentativas. 


lo se indicó en la Sección 15.3, se ha terminado la 
la completa del genoma de Metanocaldococcus jan 

Jif (Figura 13.80). El análisis de sus 1,66 mB que cons- 
un cromosoma circular y que contiene 1.700 genes, 

ice la presencia de genes típicos de la metanogénesis 
interesante que los genes del metabolismo central y de 
celular recuerdan a los de Bacteria, pero los de la 

ipción y traducción recuerdan a los de eucariotas. 
hallazgos apoyan el árbol evolutivo deTá Vida que 
templa al dominio Archaea posicionado entre los do- 
los Bacteria y Eukarya (véanse Sección 11.7 y Figura 
113).Sin embargo, el análisis genómico revela que casi el 
Че los genes de esta metanobacteria no tienen nada 

lo ni en Bacteria ni en Eukarya, lo que sugiere que 

de existir una pléyade de funciones celulares de las 
пада se sabe y que serán estudias en los años veni- 


melanégenos son anacrobios estrictos с 
ligado a la producción de metano (CH) 


o metabolismo 


| ¿Qué demuestra el experimento de Volta? 
Cuáles son los sustratos más importantes para la metano- 


ness? 


Géneros clave 


Thermoplasma 
Picrophilus 


Una línea filolgenéticamente diferente de Archaea contiene 
tres procariotas termófilos y acidófilos extremos: Thermo- 
plasma, Ferroplasma y Picrophilus (Figura 13,1). Estos orga- 
nismos se encuentran entre los más acidófilos de todos los 
procariotas conocidos y en el caso del Picrophilus puede in- 
cluso crecer por debajo de pH 0. Forman su propio orden 
dentro de los Euryarchacota, se parecen а los micoplasmas 
y los denominamos Thermoplasmatales, Empezaremos con 
una descripción del microorganismo que se parece a los mi- 
coplasmas, Thermoplasma. 


Thermoplasma y Ferroplasma: dos Archaea 

sin pared celular 

Thermoplasma (Figura 13.9а) es un quimioorganotrofo que 
crece óptimamente a 55°С y pH 2 en medios complejos. Se 
han descrito dos especies: Т. acidophilum y T. volcanicum. 
Son aerobios facultativos, que pueden crecer aeróbica- 
mente o anaeróbicamente respirando azufre, Desde un 
punto de vista morfológico recuerdan a los micoplasmas 
(Sección 12.22), en que carecen de pared celular, La mayor 
parte de las cepas de Thermoplasma se han aislado de pilas 
de restos de carbón y de pirita (FeS) que entran en com- 
bustión espontánea (Figura 13.10). En estas condiciones 
crece Thermoplasma, que parece metabolizar los compues- 
tos orgánicos generados en la combustión del carbón, La 
segunda especie de Thermoplasma, Т. volcanium se ha aisla- 
do de sulfataras volcánicas y son móviles por múltiples 
flagelos (Figura 13.9%). 
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| Figura 13.8 


Metangenos termoficos e hipertermoiicos. (a) Methanocaldococcus jannaschl (temperatura Óplima de 85°C), proparación 


sombreada para microscopia electrónica. Su diámetro es aproximadamente de 1 рт. (0) Methenotorris igneus (temperatura óptima de 88°С), 
corte fino. Su diámetro es aproximadamente de 1 um. (с) Methanothermus fervidus (temperatura óptima de В8°С), corta fino. Su diámetro es 
aproximadamente de 0,4 ym. (d) Methanosaota thermophila (temperatura óptima de 60"C), contraste de fases. Su diámetro es aproximada: 
mente де 1 um. Los cuerpos refráctles dentro de las cólulas son vesiculas de gases. 


Para poder sobrevivir a las condiciones deestrés osmó- 
tico sin una pared celular, y resistir las dos condiciones ex- 
tremas de bajo pH y elevada temperatura, Thermoplasma ha 
desarrollado una membrana celular con una estructura quí- 
micamente única. Contiene un material semejante al lipo- 
polisacárido (conocido como lipoglicano en los micoplasmas) 
(Sección 12.22) que es un lípido tetraéter con manosa y glu- 
сова (Figura 13.11) y constituye una porción muy alta de 
los lípidos totales, La membrana también contiene glico- 
proteínas pero no esteroles. Estas moléculas, además de 
otras, hacen que la membrana de Thermoplasma sea estable 
a las condiciones ácidas. 

El genoma de Thermoplasma es interesante, Como otros 
micoplasmas (véanse Secciones 12.22 y 15.3), Thermoplasma 
posee un genoma pequeño (1,5 mB) y además el DNA está 
asociado a una proteína muy básica formando estructuras 
esféricas que recuerdan a los nucleosomas de los eucario- 
tas (ойле Sección 7.3, donde se expone la estrucura y dis- 
Posición del DNA en eucariotas). Esta proteína es semejante 


a las histonas de las células eucarióticas. Proteínas que se 
unen al DNA similares a las histonas también se ha encon- 
trado en varias Euryarchaeota hipertermófilas (ase Sec- 
ción 13.11). 

Ferroplasma es un quimiolitotrofo relacionado a thermo- 
plasma. Carece de pared celular y es acidófilo, по es termê’ 
filo y crece a 35°C. Ferroplasma oxida ion ferroso a férrico 
(Figura 19.38) obteniendo así la energía (esta reacción pro- 
duce ácido; véanse Sección 19.14 y leyenda de la Figura 
1315) y además asimila el dióxido de carbono por ser au- 
totrofo. Ferroplasma crece en las minas de pirita (Реб), su 
fuente de energía. La acidofilia extrema de Ferroplasma hace 
que el pH de su hábitat disminuya hasta volverse extre- 
madamente bajo. Se piensa que después de que se haya 
producido una acidez moderada a partir de la oxidación 
del Ре?” por organismos tales como Thiowacillus ferroosidans 
y Leptospirillum ferroosidans, Ferroplasma crece y genera los 
bajísimos valores de pH que son típicos de las minas ácidas 
mencionadas (véanse Figura 19.38 y Secciones 19.14 y 19.15). 
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a A 
'dophlum, una arqueobacteria termófila semejante a los micoplesmas. 
Careto, Su diámetro os de 0 25.5 ym: la mostrada aquí es de 1 ym 
Preparación sombreada de hermoplasma volanium aislado de 
(элш cañones. Su diámetro es de 1-2 ym. Nótoso la abundan- 
deagos 


Un pariente filogenético de Thermoplasma y Ferroplasma es 
ierophilus. Aunque Thermoplasma y Ferroplasma son aci- 
dófilos extremos, Picrophilus lo es incluso más, crecen óp- 
limamente a pH de 0,7 y son capaces de crecer а valores 
de pH de ¡0,06! Picrophilus difiere de Thermoplasma y Fe- 
торта en otros aspectos, como el hecho de que posee 


gura 13.10 Pio 3 carbon auocombustio, haba! де Tor. 
moplasma. (a) La combustión espontánea puede quemar la vegetación 
aledaña. (o) Fotografía de varias de ostas plas де carbón 


pared celular (capa S, Sección 4.13) y de que posee un 
DNA con valores más bajos de GC. Én sulfataras en Ja- 
pón se han aislado dos especies que crecen heterotrófica- 
mente sobre medios complejos. La fisiología de Picrophilus 
es claramente interesante como modelo de ácido-toleran- 
cia. Los estudios de su membrana citoplasmática sugiere 
una distribución de sus lípidos muy inusual que la hacen 
resistir a pHs bajos; sin embargo a pH más moderados 


вавы н 
FATOO 


Aaaa Aaaa 


[Fla ом (01-4) O 


ШЕЕ Estructura del ipogicano de Thermoplasma acido- 
рт. Giu. Glucosa; Man, manosa. Nótense los enlaces éter on verde) 
(compare con la Figura 4.200). 
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(рН 4) las células de Picrophilus se vuelven porosas y lite- 
ralmente se desintegran, lo cual indica claramente que 
este organismo ha evolucionado para sobrevivir en habi- 
tat áltamente ácidos. 


Y 13.5 Revisión de conceptos 


Thermoplasma, Ferroplasma y Picrophilus son termófilos acidófilos 

que forman su propio linaje filogenético dentro de Archaea, со- 

lonizando minas de pirita, carbón y en general hábitat ácidos 

así como solfataras volcánicas. Las células de Thermoplasma y 

de Ferroplosma carecen de pared celular y por ello se parecen а 

las micoplasmas, 

/ ¿En qué se parecen y en qué difieren Thermoplasma y Picro- 
philus? 

Y ¿Cómo refuerza Thermoplasma su membrana para sobrevi- 
vir en ausencia de pared celular? 

Y ¿Cómo obtiene Ferroplasma la energía para el crecimiento? 


Euryarchaeota hipertermófilos: 
Thermococcales 


Géneros clave 


Thermococcus 
Pyrococcus 
Methanopyrus 


Algunos Euryarchaeota crecen en ambientes termófilos e in- 
cluso algunos son extremadamente termófilos; los que cre- 
cen con temperaturas óptimas de 80°С o superiores se 
denominan hipertermófilos. Consideramos tres de estos or- 
ganismos que se separan del árbol de las arqueas (Figura 
13.1) en una zona próxima a la base, Dos de éstos, Thermo- 
coccus y Pyrococcus presentan características fenotípicas muy 
semejantes a las de los crenarchacotas termofílicos que se 
verán en la Sección 138-1310 y forman un orden distinto: los 
"Thermococcales (véase Tabla 13.9). El otro, Metlunopyrus, es 
un metanógeno muy próximo a los metanógenos (véanse 
Sección 13.4 y Tabla 135) en su fisiología más básica, pero es 
poco habitual en su termofilia extrema y por su posición fi- 
logenética, que es claramente diferente delreStó de los me- 
tanógenos (Figura 13.1), 


Thermococcus y Pyrococcus 

Thermococcus es un euryarchacota termofílico esférico, 
propio de ambientes anóxicos de aguas termales en mu- 
chas partes del mundo. Tienen un penacho de flagelos 
(Figura 13.124). Thermococeus es anaerobio estricto y qui- 
micorganotrofo que crece a expensas de proteínas u otras 
fuentes complejas (tal como muchos azúcares) y para ello 
utiliza el S? como aceptor de electrones y temperaturas 
entre 70-95°С. 

Pyrococcus es semejante morfológicamente a Thermo- 
coccus (Figura 13.2b) Pyrococcus (etimológicamente deriva 
del latin, literalmente significa «bola de fuego»), pero di- 
бете de él en que requiere temperaturas más altas para su 
crecimiento, llegando hasta los 106°C, estando el óptimo a 
100'C. Desde el punto de vista metabólico, ambos son muy 


ГРЕЕ 


СЕНЕН chase submarinas esténcas aisladas de zonas vor 
Cánicas. (a) Thermococcus celer. Microgralía de células sombreadas 
(nótese el penacho de Падоіов) (b) División de Pyrococcus furiosus. 
Corte Ino. Sus diámetros son de 0,8 ym. 


similares y así utilizan proteínas, almidón o maltosa que 
oxidan como fuente de electrones, utilizando el $" como 
aceptor terminal, que es por tanto reducido hasta ácido 
sulfídrico. Las Tablas 13.8 y 13.9 recogen más propiedades 
Че Thermococcus y Pyrococcus. 


Methanopyrococcus 
Methanopyrococcus es un bacilo hipertermófilo que genera 
metano (Figura 13.13), que ha sido aislado de sedimentos 
submarinos y de chimeneas negras emisoras volcánicas 
submarinas (Sección 19.8). Methanopyrus ocupa un nicho 
filogenético único dentro del árbol de Archaex; es uno de los 
más antiguos de los microorganismos hipertermófilos 
comparte características tanto con los hipertermófilos ( 
xima temperatura de crecimiento 110°C) como con los me- 
tanógenos (lleva a cabo la reacción 4H, + CO, — CH, + 
2н,0). 

Methanopyrus produce metano únicamente de H; + CO, 
y crece rápidamente con tiempos de generación inferiores 
1 hora y su temperatura Óptima es 100°C. А] contrario que 
los metanógenos mesofíicos, tiene una gran cantidad de 24 
difosfoglicerato cíclico disuelto en el citoplasma (concen 
tración equivalente superior а 1 М), que se le supone ele- 
mento termoestabilizador de primera magnitud 
prevenir la desnaturalización enzimática y del ОМА a altas 
temperaturas (Sección 13.11). Contiene lípidos de membra- 
nas que no se encuentran en ninguna otra parte, Se trata de 
formas insaturadas de bifitanil éter (Figura 13.13%; Sección 
45 y Figura 420). El descubrimiento de Methanopyrus pue- 
de explicar el origen de materiales como los hidrocarburos 
en los sedimentos oceánicos, que previamente se pensaba 
que eran demasiado calientes para que ocurriese en oe a 
síntesis biogénica de metano. Además, a la profundidad a 
que fue encontrado Methanopyrus, aproximadamente 2000 
metros, el agua permanece en estado líquido hasta los 350°C 
Esto sugiere que conforme se estudien más con deteni- 
miento estos habitat aparecerán otros microorganismos re- 
lacionados con Metlunopyras capaces de crecer a 110°С o а 
temperaturas más altas. 
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Géneros clave 
Archacoglobus 
Ferroglobus 


Methanopyrus. (a) Microgralía electrónica de Metha- 
andien, el más termófilo de todos los metanógenos бетте su- 


de 110°C). Esta célula mide 05 x В ym. ®) Estructura de un 
leido де М. kanden. Estos idos son os normales en Асаев 
Sección 4 5) con enlaces éter excepto queen esta especie еке 

cadenas iaterales saturadas de gernigeranio. Se piensa que 
pio poco habitual se parece а юз ipidos saturados fiado, y 

|Methanopyrus es, por tanto, un descendiente de un linaje muy an- 
de Arcos; los datos dela Figura 13 1 apoyan esta hipótesis 


Más adelante se verá que un número de Crenarchaeota 
hipertermofílicos llevan a cabo respiración anaeróbica 
en la que el S’ se utiliza como aceptor de electrones sien- 
do reducido hasta HS (véase Tabla 13.8). Curiosamente 
ninguno de estos microorganismos son reductores de sul 
fato, es decir, capces de reducir SO a Н;5. Sin embar- 
ро un euryarchaeota hipertermófilo, Archaeoglobus, es un 
verdadero reductor de sulfato y forma un linaje filoge- 
néticamente distinto dentro de los Euryarchaeota (Figu- 
та 13.1), 


Archaeoglobus y su genoma 

Archaeoglobus fue aislado de sedimentos marinos calien- 
tes cerca de una fuente hidrotermal y acopla la oxidación 
de hidrógeno, lactato, piruvato, glucosa o compuesto: 
complejos orgánicos con la reducción de sulfato а sulfí- 
drico. Las células de Archacoglobus son cocos irregulares 
(Figura 13.140) y crecen bien a 83°C. Sin embargo, una 
de las características más llamativas es ви relación con 
los metanógenos. En el Capítulo 17 estudiaremos las pro- 
piedades bioquímicas únicas que se asocian con la те- 
tanogénesis. Brevemente, la metanogénesis implica el uso 
de cofactores nuevos para la bioquímica como es el coen- 
zima F-420 o coenzima М, que solamente se han encon- 
trado en los metanógenos (Sección 17.17). Archaeoglobus 
contiene trazas de estos coenzimas y sus cultivos produ 

n pequeñas cantidades de este gas. Por tanto, Archaco: 
globus, que también muestra una clara relación filogené- 
tica con los metanógenos (Figura 13.1), puede represen- 
tar un tipo de organismo que sea una transición evolutiva 
entre los Archaea, que sea un puente entre los procesos 
de generación de energía por reducción de azufre y la 
metanogénesis. 

Se ha obtenido información adicional sobre la meta- 
nogénesis en Archaeoglobus al concluir la secuenciación de 
su genoma. Ésta ha revelado que, aunque efectivamente 
puede producir metano, carece de un enzima clave para la 
metanogénesis como es el que codifica para la metil-coM- 
reductasa (Sección 17.17). Por ello, las pequeñas cantida- 
des de metano que genera esta bacteria tiene un origen 
incierto. El genoma contiene 2400 genes, muchos de los 
cuales son análogos a los de las metanobacterias (vé 
Sección 134), pero sin embargo contiene genes que son 
únicos. Todo ello sugiere que la diversidad génica en Ar- 
chaea es muy grande y probablemente se irá incremen- 
tando con los futuros descubrimientos, para llegar a ser 
algo parecido a lo que ocurre en Bactería o incluso más: 
cada organismo nuevo que se secuencia posee aproxima- 
damente la cuarta parte de sus genes que son únicos e irre 
petibles, esto no se había observado nunca en otros 
organismos (Sección 15.3). 


456 » Capítulo 13 = LA DIVERSIDAD PROCARIÓTICA: ARCHAEA 


в 


[1 


Ferroglobus y bacterias fototróficas anoxigénicas (Sección 
17.11), que pueden generar ion férrico en ausencia de oxí- 
geno. 


/__13.6-13.7 Revisión de conceptos 


Los euryarchaeota hipertermófilos incluyen a los Thermoco- 
cales, Archaeoglobales y el género Methanopyrus. Todos los or- 
ganismos de este grupo poseen temperaturas óptimas de 
crecimiento por encima de 80°C. 


4 ¿En qué difiere el metabolismo de Thermococcus del de Me- 
thanopyrus? 

4 ¿Qué euryarchacota termofílico es un verdadero reductor 
de sulfato? 

4 ¿En qué difiere el metabolismo de Ferroglobus del de Archi 
К 


III PHYLUM CRENARCHAEOTA 


Los Crenarchaeota son filogenéticamente diferentes de lon 
Euryarchaeota y contienen organismos que viven en am- 
bos extremos de la temperatura: agua hirviendo o hielo, La 
mayor parte de los cultivables son hipertermofílicos e in- 
cluso alguno presenta temperatura óptima superior a la del 
agua hirviendo. Empezaremos con una revisión de sus hfe 
bitat y metabolismo energético para posteriormente des- 
cribir algunas propiedades de ciertos géneros. 


Hábitat y metabolismo energético 
de los Crenarchaeotas 


13.8 


ТЕРИП vonacogiobales. (А) Micrografía de transmisión de 
‘pertermûflo reductor de sulfato Archaeoglobus fugas. Su diámetro 
de 0,7 um. (В) Microgralía de criotractura de Ferroglobus placidus 
un Iipertermófllo oxidante de ion ferroso y reductor de nitrato, Su ®а- 
metro es de 0,8 um. 


Ferroglobus 

Ferroglobus (Figura 13.14b) está relacionado con Archaco- 
globus, solo que no es capaz de reducir el sulfato, Es un 
quimiolitotrofo oxidante de hierro y obtiene su energía de 
la oxidación de ion ferroso a ion férrico acoplada a la re- 
ducción de nitrato a nitrito además de oxido nitroso (vés- 
se Tabla 13.8). Ferroglobus puede también utilizar hidróge- 
no o ácido sulfídrico como donadores de electrones en su 
metabolismo energético. Ferroglobus fue aislado en chi- 
meneas hidrotermales submarinas y crece óptimamente 
a 85°C. Es interesante por diversas razones, pero especial- 
mente porque esta oxidación férrica tiene lugar en am- 
bientes anóxicos, Los mecanismos de generación de ion fé- 
rrico en rocas primigenias, que hasta hace poco se pensaba 
habían sido generados por el oxígeno producido por cia- 
nobacterias (Sección 11.1), están siendo reexaminados en la 
actualidad después de ver las habilidades bioquímicas de 


La Tabla 13.7 recoge un resumen de los principales hábitat 
de este grupo microbiano. Incluyen lugares muy calient 
y muy fríos. La mayor parte de los Archaca hipertermófil 
han sido aislados de suelos /aguas calentados por la acti 
vidad volcánica del planeta y ricos en azufre o sulfuros (1 
gura 13.15), de modo que muchas de las especies 
capaces de metabolizar este elemento de una manera o 
otra. En medios terrestres, manantiales ricos en azufre, bas 
rro hirviente y suelos de hasta 100°C pueden tener val 
de pH muy ácido debido a la producción de ácido sulfúri 
co debida a la oxidación biológica del azufre o de los 
furos (Secciones 17.10 y 19.13). А estos puntos se les con 
como sulfataras y se encuentran distribuidas por todo 
mundo (Figura 13.15) como Italia, Islandia, Nueva Zelan: 
да y el Parque Nacional de Yellowstone en Wyoming, 
Dependiendo de los elementos geológicos circundantes, 
sulfataras pueden ser ligeramente alcalinas o ligerament 
ácidas, hasta extremadamente ácidas con valores de pH 
debajo de 1. Los hipertermófilos pueden aislarse en сі; 


también se aíslan en obras del hombre como son las 
das de agua caliente de las plantas geotérmicas de prod 
ción de energía. 


ra tipica en el Parque Nacional de Yellowstone. Vapores ricos en ácido 
sulfidrico surgen desde el interior de а tierra. Debido al calor y a la aci- 
дег solamente prosperan microorganismos procarióticos. (b) Un тч 
nantial rico en azufre, hábitat de Sulfolobus. La acidez de estas 
sulfataras y manantiales viene de la oxidación de Н,5 y S” hasta ácido 
sulfúrico por estos microorganismos. (с) Un tipico manantial de agua 
hirviendo de pH neutro en el Parque Nacional de Yellowstone; Geiser 
Imperial. (c) Un manantial geotérmico de рН ácido y rico en hierro, otro 
hábitat de Sulfolobus. Aquí la oxidación de ion ferroso hasta férrico 
produce condiciones ácidas (Fe? + 3H,0 — Fe(OH) + ЗН") 


Crenarchaoetas hipertermófilos también se aíslan de 
ambientes submarinos en las fuentes hidrolermales зити: 

rinas. En la Sección 19.8 se discute en detalle la geología y 
microbiología de esos nichos en particular; aquí simple- 

mente cabe indicar que a esas profundidades, el agua pue 

de estar mucho más caliente que en la superficie debido al 
aumento de la presión que evita que entre en ebullición. De 
hecho, todos los hipertermófilos con temperaturas óptimas 
por encima de 100°C proceden de medios submarinos, Di- 
chos medios submarinos pueden ser fuentes poco profun- 
das (2-10 metros) como las que se encuentran en la costa 
de Vulcano, Italia, о fuentes hidrotermales profundas (2500- 
4000 metros) cerca de centros oceánicos (nénse Sección 19.8) 

Estas últimas son los hábitat más calientes, conocidos has- 
ta ahora, donde haya organismos vivos. 


Crenarqueotas psicrófilos 
A diferencia de los hipertermófilos, los crenarqueotas psi- 
crófilos (Tabla 13.7) se han identificado en muestras de co- 
munidades basado en secuencias del 165 rRNA а partir de 
nbientes no termales. Utilizando sondas filogenóticas 
fluorescentes (véanse Sección 11.6 y 18.4) se han encontra- 
do crenarqueotas de este grupo por todos los mares del 
mundo (Figura 13.160). A diferencia los hipertermófilos, 
estos psicrófilos han colonizado incluso las aguas antárti- 
саз (Figura 13.164). Son planctónicos (esto es, suspendidos 
еп el agua o unidos a partículas que están suspendidas е 
el agua) y se encuentran en número de 10'/ml en aguas 
muy frías y con pocos nutrientes, Aunque su fisiología es 
todavía un misterio, el análisis de los lípidos muestra que 
tienen enlaces éter, prueba que son Archaea (Sección 4.5). 
ecología de los crenarchacotas marinos se discute en la S 
ción 196. 


Metabolismo energético 

Соп unas pocas excepciones los crenarchacotas hiperter- 
mofílicos son anaerobios estrictos. Su metabolismo energé 
tico puede ser o bien quimivorganotrofo o quimiolitotrofo (o 
ambos, como es el caso de Sulfolobus) e implica una amplia 
variedad de donadores y aceptores de electrones (Tabla 
138). La fermentación es rara y la mayor parte de las estra- 
tegias bioenergéticas son respiraciones aerobias о anaero- 
bias (Tabla 13.5). La conservación de la energía en estos 
procesos respiratorios tiene lugar por los mismos meca- 
nismos generales que los vistos para Bacteria; es decir por 
transferencia electrónica en el seno de la membrana cito- 


Area termat” 


Área no termal” 


Característica Terrestre 


Localización Sulfatara (manantiales calientes, 


fumarolas, lodi 


plantas de producción de energia hidro 


profundas de 


Temperatura En superficie 100°C; subsupe 
superiores а 100'C 

Salinidad/pH Usualm sor de 1% NaC 
РН059 

Gases y CO), CO, сн Ha, HAS, S' 

otros nutrientes SOF, SOF, NH, № 


уне Figuras 1310 y 1315 iguras 1919-1921) 


в 
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Croacia атаган de a Gj Fogaa агі ре: 
певца Artrica tomada desde cubra, Las aguas Placas que se ven 
aqui son el hábitat preferido delos microorganismos iros. М. 
croata de uomscencia tratada con un cora oganétco compuesto 
Фе uoresceina unida a un igonucieótido complementar ala región es 
peca del 168 rRNA de Crearchacolaáase Sección 115 para a des 
спробп de los métodos usados aqui, Las обоз алев están айка 
соп DAPI болог Sección 183 Fira 18.8) Las cias teñidas де verde 
зоп Crenarchaeota patria. Итно Sección 196 у Figura 19:13 para 
Var una бкр da бесин y Archos an lohan 


Manantiales. 


sedimentos calientes y fuentes 


(chimeneas negras), пату 


Moderada, 3 
pHs 


entes submarinos, 


males submarinas simbiontes de esponjas marinas 


profundos de petróleo 
Hasta 4009 


мс 38% NaCl; pH 7-9 
CON, Оу; sustratos quimiolitotróficos 
come NH 


plasmática, que genera un 
son translocados por la A 
ción 5.12). 

Muchos crenarchacotas hipertermófilos pueden cre- 
cer quimiolitotróficamente bajo condiciones anóxicas con 
H; como donador de electrones y S'o NO, como acep- 
tor de electrones; unos pocos pueden oxidar Н, aerébi 
camente (Tabla 13.8). La respiración de H con ion férrico. 
como aceptor electrónico también tiene lugar en diversos 
hipertermófilos. Otras formas de vida quimiolitotrofa in- 
cluyen la oxidación de azufre elemental a ion ferroso ае- 
róbicamente, o este último anaeróbicamente con nitrato. 
сото aceptor de electrones (Tabla 13.8). Solamente se co- 
посе un sulfato reductor de este grupo de hipertermófi- 
los (Archaeoglobus). No se conocen fotosint 
mayor temperatura a la que pueden crecer los microor- 
ganismos fotosintéticos descritos es de unos 70°С (Tabla 
6.1) que es muy fría para los verdaderos hipertermófilos 
(véase Tabla 13.9). 

Armados de un conocimiento básico de los hábitat y 
ctabolismo energético pasemos ahora a describir los or- 
ismos más representativos. 


fuerza motriz de protones que 
TPasa que así a el ATP (Sec- 


Hipertermófilos de hábitat 
terrestres volcánicos: Sulfolobales 
y Thermoproteal 


Géneros clave 


Sulfolobus 
Acidianus 
Thermoproteus 


Los hábitat volcánicos pueden tener temperaturas de has- 
ta 100°C y por tanto aptos para el desarrollo de Archaea 
hipertermófilos, Dos de estos organismos, filogenél 
mente relacionados, incluyen Sulfolobus y Acidianus. Es 
tos géneros forman el corazón del orden Sulfolobales 
(Tabla 13.9). 


139 ® MIPERTERMÓFILOS DE HABITAT TERRESTRES VOLCÁMICOS: SULFOLOBALES Y THERMOPROTEALES = 459 


Quimioorganotrofo— Compuesto orgánico + 59—*Н5 + СО; 


Compuesto orgánico + SO? HS + СО, 
Compuesto orgánico + O; =» HO + CO, 


Compuesto orgáínico==CO; + Н, + Ácidos grasos 


Piruvato —СО; + Н; + acetato 

Quimiolitorolo. Hy + SI HAS 

Н. + NOJ МО; + НО (NO reducido por 
algunas especies hasta N) 

ан; + NOY + HN +2909 он 

TT 

эн; + O, 2H0 

257 + 30, + 2H,0—>2M,504 

2108, +70; + 2H40 +2 FSO, + 29,50, 


20, + NOY + 6H02 Fe(OH), 
+ NO, +2нсо, + 2H" + НО 


ан, + SOP + 2H AHO + HS 
ан; + CO, CH, + 2M0 


JAAN respiración anaeróbica; ей, respiración аитса ermentación 


ив crece en manantiales calientes ricos en azufre (I 
13.150) a temperaturas de hasta 90°C y pHs de 1-5", es 
quimiolitotrofo aeróbico que oxida ácido sulfídrico o 
fre elemental hasta ácido sulfúrico y además fija anhí- 
carbónico. También puede crecer quimioorganotró- 
e. Las células son más o menos esféricas pero con 
bien marcados (Figura 13.170). Se adhieren fuerte- 
le a cristales de azufre, donde se les puede ver si usa- 
sondas fluorescentes (Figura 17.26). Además de 
far aeróbicamente azufre o compuestos orgánicos, Sul- 
в puede también oxidar ion ferroso aiomrférrico, lo 
ha sido aplicado en la minería de menas de hierro y co- 


(Sección 19.16) 


Ün anaerobio facultativo que se asemeja a 
ive en sulfataras ácidas, denominado Acidianus (Figu- 
13.175) difiere de Sulfolobus en su capacidad de crecer 
icamente. Puede utilizar el azufre (S°) tanto en ae- 
sis como en anaerobiosis. En aerobiosis el organismo 
el azufre elemental (S°) como donador de electrones, 


són: Sullana foe descubierto por vez primera por Thomas Brock 
lona en 1970 y formalmente descrito еп 1972. El descubrimiento de 


sereta la apertura del campo de la merobrolo. 
Npertermóbls Thomas Brock fue el autor senior de Las 7 ciones an- 
e esta obra. En los ochenta y hasta el presente, Kart Stetter y 
ones en Alemania han abierto considerablement el campo de la mi- 
Fipertermotilca con el descubrimiento de muchos generas y e 


Анк Tuermeproteus, Thermococcus, Desulfurococcus, 
Thermofilum, Pyrococcus 

AnR Алан 

AR Sudfolodus 

Р Staphylothermus, Pyrodictium 

в Г 

лак Acalianus, Pyrsdictium, Thermoprotcus, Stygiolobus, 
піски. 

лей. Probaculum 

лк Г 

мк Pyrobaculum, Pyrstictium, Archacogiobwo 

ма Acidianus, Sulfolobus, Pyrobuculum 

лк “Sulfolobus, Асаш 

AR мума», Acidianus, Metallohacra 

мой. Ferroglobus 

лк Анаа 

лак Мейапоруги, Melhamocaldocoscus, Methanothermus 


oxidándolo hasta sulfúrico (НО); en anaerobiosis utiliza 
el S сото acrptor de electrones (utilizando hidrógeno como 
donador de electrones), con lo que se genera sulfídrico (H8). 
Por tanto el destino metabólico del azufre (5?) cuando Aci- 
dianus está presente, depende de que exista oxígeno o no en 
езе momento. Como Sulfolobus, Acidianus casi esférico pero 
no lobulado (Figura 13.170). Crece a temperaturas entre 65 
y 95°С con un óptimo a 90°С. 


Thermoproteales 

Los géneros Thermoproteus y Thermophilum poseen células 
bacilares que habitan manantiales calientes neutros o li- 
geramente ácidos. Las células del primero son bacilos rí- 
gidos de 0,5 ит de diámetro y de longitud muy variable 
desde 1-2 рат hasta 70-80 um de largo (Figura 13.180). Los 
filamentos de Thermophilum son más finos, algunos de 
0,17-0,35 ат de ancho con longitudes de hasta 100 am 
(Figura 13.180). 

Ambos géneros son anaerobios estrictos que llevan a 
cabo una respiración anaerobia basada en el azufre. Al 
contrario que la mayoría de los hipertermófilos son muy 
sensibles al oxígeno y comparable a la de los metanógenos 
(véase Sección 13.4); por ello se deben manejar con mucho 
cuidado para evitar su muerte. La mayoría de los aisla- 
dos de Thermoproteus pueden crecer quimiolitotrófica- 
mente sobre hidrógeno o quimioorganotróficamente sobre 
sustratos complejos tales como extracto de levadura, al- 
midón, glucosa, etanol, malato, fumarato o formato (vés- 
se Tabla 13.8). Ambos géneros tienen valores similares de 
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TABLA 13.9 
Sulfolobales 
Sulfolobus Cocoslobulados 6 ле 
Acidianus Cocos з he 
Metaliosphaera Со 2 ле 
Stygiolobus Cocos lobulados 1 An 
Aeropyrum Cocos 1 Ae 
ишта Cocos 1 An 
Sulfophotecuccus Discos 1 An 
Thermosphacra Сою 1 An 
Thermoproteales 
Питри Bacilos 2 An 
Thermophilum Bacilos 1 An 
Pyrobaculum Bacilos з № 
Caldivirga Bacilos 1 An 
Thermociadium Bacilos 1 An 
Desulfurococcales 
Desulfurococcus Cocos ом 
Staplyloihermus Cocosentacimos 1 An 
Prediction Discos con An 
lamentos. 
ГЕЯ Cocos lobulados 1 Fac 
Thermodiscus Discos 1 An 
тск Cocosirmegulares 2 Аа 
Hyperthermus Cocos irregulares 1 An 
Sulfurisphaera Cocos 1 Fac 
Sulfuococcus Cocos 2 me 
Archaeoglobalev 
Archucoglabue Сосон 3 An 
Feroglobus Cocos итуе 1 An 
*Thermococcales' 
Thermocuccus Cocos и An 
Pyrococcus Cocos 4 An 


* EI nombre acabado en sales» representa orden (Sección 14.10). 
© An, aero; An, anaerobio; Fac, aculiativo. 
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FAlndticamente lue inen de ste onden de hipertermêtilos son membros de los Ешуа акма (an Secciones 134 y 137) 


سے 
GC (56-58% GC) pero son filogenéticamente distintos (Sec-‏ 
ción 11.9).‏ 


Hipertermófilos de hábitat 
volcánicos submarinos: 
Desulfurococcales 


Géneros clave 


Pyrodictium 
Pyrolobus 
Ignicoccus 
Staphylothermus 


A continuación veremos la microbiología de hábitat volcá- 
nicos submarinos, donde habitan los más hipertermófilos de 


todos los Archaea conocidos. Estos hábitat incluyen 
nantiales calientes de aguas poco profundas hasta ай 
ciones hidrotermales en zonas abisales oceánicas. En 
Sección 19.8 se discuten los aspectos geológicos de 
fascinantes hábitat microbianos. Taxonómicamente 
organismos se agrupan a nivel de orden como 
соссайев (Tabla 13.9). 


Pyrodictium y Pyrolobus 

Pyrodictium, Pyrolobus y Pyrobaculum son interesantes ej 
plos de procariotas cuyas temperaturas óptimas de 
miento están (o son superiores) sobre los 100°C. Así 
óptima de Pyrodictium es de 105°C y un grado más pi 
Pyrolobus. Las células de Pyrodictium son discos irregul 
тез que crecen como si fuesen un micelio sobre cristales. 
azufre elemental (Figura 13.19 a, b). La masa tiene una 
rie de fibras que están huecas y formadas por un tipo 
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ê El diámetro де ambos oscila entre 0,8 y 2 um. 


Ж chaos acidófilas e hipertermofiicas, las Sullolobales. (а) SuVolobus acidocaldarius: Corte fino. (Б) Acidianus Infernus. Corte 


@ Memophilum iorum. Micrografa lecrónica de un corte fno 


Репа dispuesta helicoidalmente como ocurre en los fla- 
elos (Sección 4.10). Estas fibras son en la práctica el org: 
de fijación a las superficies (véase Figura 13.22); las 
faredes celulares están formadas por glicoproteínas. Fi- 
gicamente es un anaerobio estricto que crece quimio- 


бегене sobre hidrógeno utilizando el azufre 

"elemental como aceptor de electrones; también puede cre- 
quimicorganotróficamente sobre sustratos complejos 
ánicos (véase Tabla 13.8). 


оша 1а Acraea baciares hpsrtermótis, los Thermoplasmataos (a) Thermoprotei neutophiuz, Micrografa slcirónca de un cone 
JÊ дате es de 0,5 um. (>) Thermaphikum Бот, Su célula observada por la técnica del sombreado, solamente tiene 0,25 рт de diámetro. 


Pyrolobus fumari (Figura 13.19c) tiene el record de la 
temperatura más alta, ya que puede crecer hasta los 113°C 
y no puede hacerlo por debajo de 90°С. Vive en las pare- 
des de las fuentes hidrotermales submarinas (Sección 19.8 
y Figura 19.20) donde, y utilizando sus capacidades auto- 
tróficas, son una fuente de producción primaria de bio- 
masa en un medio totalmente inorgánico, Sus células son 
cocoides (Figura 13.19c) y la pared celular está formada 
de proteína, es un quimiolitotrofo obligado creciendo a 
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expensas de la oxidación de hidrógeno acoplada a la re- 
ducción de nitrato hasta amoníaco o de tiosulfato hasta 
sulfídrico o incluso muy bajas proporciones de oxígeno, 
con lo que se forma agua. Pyrolobus resiste temperaturas 
muy por encima de la temperatura óptima y así sobrevi- 
ve autoclavado а 121°C durante 1 h, una condición que ni 
siquiera soportan las endosporas bacterianas (Sección 
4.15). Teniendo en cuenta el hábitat de este microorg; 
mo, las fuentes hidrotermales submarinas, donde ocurren 
frecuentemente cambios de termperaturas, la elevada ter- 
morresistencia tiene un gran valor adaptativo por la super- 


Desulfurococcus, Ignicoccus y Pyrobaculum 
Otros miembros notables de este grupo de hipertermófi 
los incluyen Desulfurococcus, género que da nombre al or- 
den Desulforococcales(Figura 13.200), Desulfurococcus es 
п anaerobio estricto reductor de azufre elemental como 
Pyrodictium, pero difiriendo de él en que es mucho menos 
termofilico, pues su temperatura óptima ronda los 85°C 
Pyrobaculum (Figura 13.200) es fisiológicamente único, ya 
que algunas especies pueden respirar tanto aeróbica сото. 
anaeróbicamente con nitrato, ion férrico o azufre elemen- 
|, como aceptores de electrones e hidrógeno como do: 
nador universal; otras especies crecen en anaerobiosis 
sobre donadores orgánicos de electrones y reduciendo el 
те hasta sulfídrico. La temperatura Óptima de creci 
йо es la de ebullición del agua a nivel del mar y se 
islado especies de Pyrobaculum tanto de manantia- 
ntes de medios terrestres como de zonas profun- 

das submarinas 

Ignicoccus (Figura 13.20) es un hipertermófilo nuevo 
que parece contener una «membrana externa» verdadera 
semejante а la membrana externa presente en Bacteria (vé 
se Sección 4.9). La membrana externa de [gnícoccus es poco 
habítual, en el sentido de que se forma a cierta distancia 
del citoplasma de la célula, lo que genera un espacio ре 
riplásmico muy grande (Figura 13.20c). De hecho, el peri 
plasma de Ignicoccus es de dos a tres veces más grande que 
el citoplasma, claramente en contraste con lo que ocurre en 
Bacteria Gram negativas, donde el periplasma representa 
el 25% del citoplasma. El periplasma de Ignicoccus tam 
bién contiene vesículas rodeadas por unidad de membra 
na (Figura 13.20c) que pueden funcionar exportando 
sustancias al exterior de la célula. [gnicoccus crece бр 
mamente а 90°C y su metabolismo se basa en el hidróge- 
по y azufre(H,/S"), como es el caso de muchas Archaea 
hipertermófilas (Tabla 13.8). La función de este periplas- 
та tan inusual no está clara y se necesitan estudios qué 
la membrana externa para determinar si contiene 
йез lipopolisacarídicos semejantes a los de Bac 
teria (Sección 4.9). Sin embargo, у con independencia de lo. 


(a) Pyrodictum occultum (temperatura óptima de crecimiento, 105 С), 
сатро oscuro. fb) Corte fino de Р. Occultum. Las células presentan un 
алев muy Variable de 0.3 а 2.5 pm. (с) Corte fino de Pyrolobus fir 
mari, el más termofico de todos los procariotas conocidos (tempera- 
tura óptima, 106°C); diämetro de 1,4 pm. 
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que indiquen los mencionados estudios, Ignicoceus sobre- 
sale como único por su estructura dentro de los Archaea 
hipertermófilos у por supuesto dentro de todos los pro- 


Un miembro morfológicamente poco habitual de los Des- 
ulforococcales es el género Staphylothermus. Sus células 
son esféricas, de alrededor de 1 шт de diámetro y que for- 
та agregados de hasta 100 células, lo que recuerda al gé- 
nero Staphylococcus (comparar la Figura 13.21 con la 44b). 
Staphylothermus es un quimioorganotrofo, que crece ópti- 
'mamente a 92°C; obtiene la energía de la fermentación de 
péptidos originando ácidos grasos como acetato e isova- 
lerato (Tabla 13.8). Se han obtenido aislamientos de este 
género tanto en aguas poco profundas como en las chi- 
meneas negras de las fuentes hidrotermales submarinas 
Че zonas muy profundas, lo que indica que este organis- 
mo está muy distribuido en ambientes térmicos subma 
nos y que debe de ser un gran consumidor de material 
proteico en estos ambientes. 


/__13.8-13.10 Revisión de conceptos 


Los Crenarchacota hipertermófilos habitan los lugares más с 
le puede haber vida. También se concen 
especies psicrófilas filogenéti 

croorganismos. Se conocen diversos tipos morfológicos de Cre- 
narchaeota así como modos diferentes de metabolismo, 


ımente relacionadas con esots mi- 


Y ¿Cuáles son las principales diferencias entre 
Pyrolobus? ¿y Staphylothermus e Ignicoccus? 

Z ¿Qué es único o poco habitual en las propiedades metabó- 
licas del género Acidianus, en relación con el azufre ele- 
mental (S)? 

Z ¿Quéclase de organismos son, desde el punto de vista de la 
energia, aquellos que utilizan el hidrógeno como donador 
de electrones? ¿Qué Crenarchaeota utiliza el H,?¿Qué utili- 

ın como aceptores de electrones? 


Sulfolobus y 
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IV EVOLUCION Y VIDA A ALTAS 
TEMPERATURAS 


Los Archaen hipertermófilos crecen a temperaturas mucho 
más altas que el resto de los procariotas. ¿Qué hace que esto 
sea así y cuáles son los límites más allá de los cuales la vida 
se hace imposible? ¿Qué nos dicen los procariotas hiperter 
mófilos sobre la historia inicial de la Tierra? A continuación 
examinaremos y trataremos de contestar estas preguntas. 


Estabilidad térmica 
de las biomi las. 


La estabilidad de las proteínas y del DNA de los hiper 
termófilos es crítica para su supervivencia a altas tempe 
raturas. La mayoría de las prot 
temperaturas; por ello se han realizado exhaustivas inves 
tigaciones sobre una gran cantidad de proteínas purifica- 
das de hipertermófilos, La composición de aminoácidos 
Че estas proteínas no nos indica nada inusual. De hecho 
muy a menudo tienen las mismas caracte estruc 
turales que sus equivalentes de bacterias mesófilas. Sin 
embargo hay que indicar que las proteínas termofílicas 
tienden a tener núcleos hidrofóbicos, que probablemente 
dad intrínseca a la proteína. En definitiva 
es el plegamiento lo que da una característica de termo- 
resistencia, por ello cambios a 
como cambiar un aminoácido por otro (influenciando el 
plegamiento) son suficientes como para transformar una 
proteína en termoresistente, Como todas las células los hi- 
pertermófilos producen chaperoninas (proteínas de choque 
térmico, Sección 7.16) que funcionan para reconfigurar, al 
menos parcialmente, proteínas desnaturalizadas. Ёп célu- 
las de Pyrodiction (Figura 1322), la chaperonina más im- 
port misión es mantener 
las proteínas en una conformación activa y de hecho, por 
sí misma, puede incrementar la tasa de resistencia celular 
la temperatura; cuando el termosoma está presente, las 
células de Pyrodiction pueden sobrevivir 1 h en el autocla 
ve (121°C) 


dan más estabi 


п sencil 


te se denomina el termosoma. Si 


Estabilidad del DNA 
¿Cómo se mantiene intacto el DNA a altas temperaturas y 
ho se separan sus dos hebras monocatenarias? Hay diver 
sos mecanismos implicados. El citoplasma de metanógenos 
hipertermófilos contiene grandes cantidades 23-difosfo- 
glicerato potásico cíclico, Este soluto evita el daño quimi- 
со, сото la depurinización del DNA, que puede ocurrir a 
altas temperaturas, Sin embargo no todos los hipertermó: 
filos lo producen; pero se sospecha que también exixten 
otros mecanismos que estabilizan el DNA. Todos los 
pertermófilos producen una forma particular de DNA to- 
poisomerasa denominada girasa reversa de DNA (Sección 
7.3), que introduce vueltas positivas en el DNA (en claro 
contraste con las negativas que introduce la DNA girasa 
normal») у se ha constatado que el enrollamiento positi- 
vo estabiliza el DNA y lo hace resistente a la desnaturali- 
zación térmica, 


борай естеп de bardo de Prodi 
aysu. Se ha Агайо como modelo para estudiar а estab дейи | 
macromoléculas а alas temperatura, Las clas están erbet 
Muna matriz варева de gicoproieinas que las mantiene uridas: 


Además de sales y la DNA girasa, existen otras protai 


nas implicadas en el mantenimiento del dúplex de DNA, 


Por ejemplo en Sulfolobus se ha visto una pequeña proteina 
(Sac7d) que se une al surco menor del DNA de manera па 
específica aumentando la temperatura de fusión del DNA 
en unos 40°С. Esta proteína puede también estar implica- 
da en la regulación génica (oYnse Sección 84). Aunque est 
tipo de proteínas está limitado al mundo de los Crenaf 
chaeota, los Euryarchaeota también contienen proteínas quit 
se unen fuertemente al DNA; son de naturaleza básica y 
sus secuencias recuerdan claramente a las histonas de ЁЙ 
karya. Estas histonas de arguens han sido particularmente 
bien estudiadas en Methanothermus fervidus ya que forman 
quasi-nucleosomas en su DNA (Figura 13.23) (véase Sección! 
73) y lo mantienen en su forma dúplex a muy altas teme? 
peraturas. 


Estabilidad de los lípidos 

¿Cómo impiden los hipertermófilos que sus membranas 
Simplemente desaparezcan a tan altas temperaturas? 
Prácticamente todos ellos contienen lípidos construídos, 
sobre la base del modelo de bifitanil tetraéter (xase Seca 
ción 45 рага un estudio sobre la estructura de dichos lf 
pidos). Éste es naturalmente resistente a la temperatura уй 
que, debido al enlace covalente entre las unidades de fe 
tanilo, la membrana que genera es monocapa en lugar de 
bicapa lipídica como en las membranas normales (S 
ción 4.5 y Figura 4.20); esta esctuchura resiste la tendencia 
que tiene el calor para desorganizar la bicapa lipídica di 
ácidos grasos 
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ЕЕ AA 
iónica de plásmidos Inearizados rodeando a la histona Нит (típica de 
Mathanothormusforvitus, ивазе Figura 13.8с) para formar estructuras se- 
Iris aos rucieosomas, Compare e lector eta imagen соп а pro- 
puesta en la Figura 7.11 en la que se ven nucleosomas de Eukarya. 


Estabilidad de los monómeros 
"Además de la estabilidad de las macromoléculas, la ter- 
'molabilidad de los monómeros es importante para deter- 
паг cuáles son los límites superiores de temperatura 
permiten el crecimiento de las bacterias hipetermófi- 
«No importa lo estables que sean las macromoléculas, 
la vida sería imposible, si los monómeros son inestables. 
De hecho la estabilidad térmica de las pequeñas той 
ulas, más que la de las grandes moléculas, puede dictar 
назі superior de temperatura e incluso a temperatu- 
таз de 120°C, moléculas importantes se destruyen a una 
velocidad muy significativa. Por ejemplo, dos moléculas 
(lave del metabolismo energético, АТР у МАР" se hi 
in muy rápidamente a esta temperatura y su vida 
dia es menos de 30 minutos a 120°C, disminuyendo 
máticamente a sólo segundos a temperaturas supe- 
es. Con estas ideas «in mente» uno puede pregun- 
¿Cuál es el límite superior de temperatura para la 


imo la vida tal como la conocemos es dependiente de 
líquida, los hábitats con temperaturas superiores a 
Solamente se encuentran en ambientes comprimidos, 
кото los fondos marinos. De hecho todos los Archaca 
flicos capaces de crecer por encima de los 100°C 

restringidos a estos ambientes supercalentados (vé 
Tabla 13.9). Pero, ¿cómo pueden existir estos ambientes 

y permitir la vida? 

Una respuesta a esta pregunta se ha buscado a través 
el estudio de fuentes hidrotermales submarinas. Las 

es hidrotermales y chimeneas negras emiten fluido a 

0'C y originan estas estructuras metálicas denomi- 


nadas chimeneas a partir de los sulfuros metálicos presen- 
tes en el fluido (Figura 19.19). Aunque los hipertermófilos 
se han aislado a partir de la pared de las chimeneas (que 
poseen un gradiente de temperatura desde los 250°C en in- 
terior hasta los 2°С en el exterior), los estudios del agua so- 
brecalentada a 250°C muestran que ésta es estéril; esto es 
consistente con los estudios de laboratorio que demues- 
tran que las biomoléculas son rápidamente destruidas a 
estas temperaturas. 

Los experimentos de laboratorio sugieren que la vida 
puede mantenerse a temperaturas de hasta 140-150"C, pero 
por encima de ellas los organismos no podrían hacerlo, Por 
ejemplo, si existiesen organismos capaces de crecer a 150°C, 
su economía energética tendría que estar basada en algo 
diferente al ATP-moneda universal de la energia- ya que el 
АТР es inestable a esta temperatura. Por ello si alguna vez 
se descubren «super» hipertermófilos capaces de crecer por 
encima de los 150°C, aportarán nuevos principios para la 
Bioquímica y la Biología. 


Archaea hipertermófilos y 
evolución microbian: 


Un aspecto interesante respecto a Archaea es la razón por 
la que con tanta frecuencia habitan en ambi 'ntes extremos, 
Aunque las sondas moleculares para ambi, ates no extre- 
mos (como suelo y agua) indica que los + rehaca ве en- 
cuentran también en ambientes no extrenos (suelo у 
aguas), un aspecto recurrente entre los Archev cultivados es 
зи adaptación a los ambientes extremos. Como se ha visto en 
este capítulo, se conocen diversas especies capaces de cre- 
сет por encima del punto de ebullición del agua, а valores 
extremos de pH o de concentración salina, ¿Es ésta una 
mera coincidencia o el reflejo de la historia evolutiva de la 
Tierra? 

En la Tierra primigenia existieron ambientes extremos 
como ocurre en la actualidad, y fue en esos ambientes en los 
que pudo aparecer la vida. En el tiempo en que evolucionó 
por vez primera la vida en la Tierra, ésta era seguramente 
mucho más caliente que en la actualidad (обаѕе Sección 
11.1), por ello, los hípertermófilos, en particular, pueden 
considerarse como los mejores candidatos a ser los repre- 
sentantes de las primeras formas de vida en la Tierra, ¿Qué 
nos indica el árbol filogenético de Archaea sobre estos hi- 
pertermófilos? 


Los hipertermófilos y sus lentos relojes 
evolutivos 

El estudio de la secuencia de diversos genomas de Archaea 
permite inferir que evolucionan más lentamente que Bar- 
teria y Eukarya. Esto es particularmente cierto en el caso de 
los Archaea hipertermofílicos euryarchaeotas y crenar- 
chaeotas (véase Figura 13.1). Cosa parecida puede decirse 
de Bacteria hipertermofílicas como son Thermotoga y Aqui- 
fex (Figura 12.1). Esta conclusión se extrae de estudiar el ár- 
bol evolutivo; los linajes de los hipertermófilos son muy 
cortos y se ramifican cerca de la base (oéanse Figura 12.1 y 
Figura 13.1). 
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No se sabe por qué las Archaea adictas al calor р 
en relojes evolutivos tan lentos, pero una hipótesis ma- 
neja la idea de que es el resultado precisamente de vivir 
еп ambientes tan extremos. En otras palabras, el margen 
evolutivo en estos ambientes es muy estrecho y están so- 
metidos a tremenda presión para mantener activos un 
puñado de genes que son en realidad los responsables 
de la termorresistencia celular. Esto es, más allá de un 
punto, en la supervivencia de los hipertermófilos deja de 
tener sentido el concepto de cambio génico y selección, 
que tan bien aplica en sus primos mesófilos. Si esta hi 
pótesis es la correcta, entonces las Archaea son reliquias 
vivientes de las formas primigenias de vida y su estudio 

1, concienzudo y serio debe llevarnos a compren- 
ncipios importantes sobre el inicio de la vida en la 


jes evolutivos lentos puede 
explorarse también en el phylum «Korarchacota» que se 
muestra en el árbol evolutivo de la Figura 13.1 y que es 
el que menos deriva posee. Desgraciadamente todavía 
conocemos poco sobre ellos, Solar an identi 
cado en un único manantial “Estanque obsidiana: 
parque nacional de Yellowstone de Wyoming y tod 
el grupo no está reconocido oficialmente, Sin embargo, 
existen cultivos mixtos de laboratorio de estos microor 
оз (Figura 13.24) qu 
hipertermófilos, como era de esperar en procariotas cer 
canos а la base del árbol Archaea. Se anticipan más pro- 
gresos en este grupo tan interesante y su estudio puede 
revelar secretos sobre la Tierra primigenia y sus formas 
de vida iniciales. 


El hidrógeno como forma de energía primitiva 

Antes de dejar este Capítulo nos gustaría hacer resaltar 
con qué frecuencia el hidrógeno se encuentra implicado en 
el marco metabólico de este grupo de bacterias; muchas Ar 
chaea crecen anaeróbicamente con hidrógeno como dona 
dor de electrones y uno о más aceptores de electrones, 5” 
NO, y Ее?" (véase Tabla 13.8). Casi con toda seguridad el 
metabolismo del hidrógeno es una reliquia fisiológica de 
esquemas bioquímicos antiguos (la Figura TTS da un cla 
ro ejemplo), ya que estos elementos inorgánicos eran muy 
abundantes entonces. La diversidad de Archaca hiperter- 
mófilas oxidantes de hidrógeno en la actualidad, (y Bac 

teria, véanse Secciones 124 y 12.37) y el hecho de que 
muchas Bacteria mesófilas (parientes distantes de los oxi 
dadores de Н, véase Figura 12.1) también utilizan Hy; se 
ñalar que la evolución de la oxidación del H, fue un éxito 
еп la evolución del metabolismo. De hecho, la habilidad 
para usar el hidrógeno por parte de hipertermófilos y de 
aquellos procariotas que viven en las profundidades de la 
Tierra, otrece ejemplos viables de esta estrategia metabó- 


ER] ocioso: Observación de contraste de Tasas 
aL calvo da orsiquecimianto ср condena ostas Басіна. бай 
serie vetas Archana hn nía иле liinda core 
stas reas нома menos ди 1% де ш población. Las ой 
Фе ил Korchacota зоп claros Kgerament curados de 6-10 um de 
topo. 


lica (véase Sección 19.4). Las fuentes hidrotermales sı 
marinas, hábitat hoy de los hipertermófilos más extremos 
han sido propuestos como ambientes propicios semejan- 
tes a los primigenios donde pudo haber surgido la vida 
еп este planeta. Estos ambientes contienen abundantes do- 
nadores y aceptores de electrones y están libres de las da- 
ñinas radicaciones ultravioleta. Por todo lo expuesto en el 
capítulo es bastante posible que los hipertermófilos ac 
tuales sean en reliquias vivientes de los primeros habi- 
es de la Tierra. 


Z 13.11-13.12 Revisión de conceptos 

Aunque los hipertermófilos viven en ambientes de altas tem- 
peraturas, peratura de ebu- 
llíción del agua, existen límites más allá de los cuales la vida 
ede existir. Este límite es probablemente in- 


ın algunos casos superiores a la ter 


ferior a 140-150"C 


Z ¿Cómo consiguen los hipertermófilos que macromoléculas 
importantes como las proteínas y el DNA no se destruyan 
por el calor? 


4 Indique al menos dos razones de por qué existe, sin ningu- 
па duda, un límite superior de temperatura para la vida, 

4 ¿Qué hecho sugiere que los hipertermófilos actuales se ase- 
mejan a los organismos primigenios? 

4 Ооё forma de metabolismo energético era seguramente la 
clave en los antiguos organismos? 


PREGUNTAS DE REPASO = 467 


Preguntas de repaso 


1. ¿Cuáles son las características que tienen en común to- 
dos los Archaea? 

2, ¿Cuál de estos organismos, Pyrodictium, Thermoplasma o 
Methanosarcina es el pariente más próximo del halófilo 
Halobacterium? (Pista: la respuesta está en la Figura 13.1) 

3. ¿Cómo pueden organismos como Halobacterium so- 
brevivir en ambientes hipersalinos y organismos como 
Е. coli no puede? 

4. Compare los papeles de la bacteriorrodopsina, halo- 
rrodopsina y la rodopsina sensora en Halobacterium sa 
linarium. 

5. ¿Cuál es el donador de electrones para la metanogé- 
nesis cuando el СО, es reducido a CH? 


ercicios prácticos 


¿Cuáles la principal característica que unifica a todos 
los Thermoplasmatales? ¿Por qué esto permite a al- 
gunos de ellos colonizar con éxito las minas a elevadas 
temperaturas? 


. ¿Cuál es la característica fisiológica única de Metha- 


nopyrus comparado con otro metanógeno como Me- 
thanobacterium? 

¿Cuál es la característica más sobresaliente de Pyrolo- 
bus fumari? 

¿Qué es la gírasa reversa y рог qué es tan importante 
Рага los hipertermófilos? 


1. Utilizando los datos de la Figura 13.1 como guía, dis- 
cuta por qué la bacteriorrodopsina fue probablemen- 
te una invención evolutiva tardía 


Defienda o refute la siguiente afirmación: «El límite 
superior de temperatura no está relacionado con la es- 
tabilidad de macromoléculas tales como proteínas о 
ácidos nucleicos. 
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"Als microorganismos eucarótios fototró: 
picos 
_Cilledos un grupo de protozoos que se ca- 
Tacterizan por su rápido movimiento pro- 
ducido por los cilios: apéndices cortos y 
numerosos 
entramado de microfibrilias 
pico de las células eucarióticas que de- 
termina la forma celular 
«logrado totominénco de eu 
caritas fototrópicos 
esporas aserualesde los hongos 
teoria para explica el origen 
е los орд» eucarióticos. Según ella. 
stos surgieron de bacterias englobadas 
por tras en su citoplasma 
Protozoan parásito inmóviles 
proceso porel cual una рагі 
е» englobada por la membrana ctoplas 
îlla e intenalizada 
л grupo de protozoos carac 


un apéndice Largo que se mueve como un 
tigo 

Midrogenosoma un orgánulo de ongen en 
dosimbiótico presente en ciertos microor- 
ganismos eucarióticos anaeróbicos que 
Funcionan oxidando el piruvato a hidróge- 
no, dióxido de carbono y acetato con pro- 
ducción de un АТР 

Hongos microorganismos eucarióticos no ko 
totrópicos con paredes celulares rigidas 

Hongos mucosas mx norgansmis eano 
ticos no fototróficos que carecen de pared 
celular y se agregan para formar cuerpos 
fructíferos o masas de protoplasma 

Levaduras hongos unicelulares 

Molosis proceso de división nuclear du 
te la gametogénesis en el que la repeti- 
ción cromosómica pasa de dos (diploide) 

a sola copia de cada cromosoma (ha- 
ploide) 
Mitocrondria orgónulo nspiratorio de los 


Mitosis proceso de replicación y partición de 
los cromosomas en las células eucarióticas 
que van a las células hijas 

Mobos hongos filamentosos 

Movimiento amebolde un tipo de movil; 
Чай, en que el movimiento del citoplasma 
impulsa al organismo hacia adelante: 

Protozoos microorganismos unicelulares cu. 
carióticos na fototróficos que carecen de 
pared celular 

Quítina un polímero de N-acetil-D-glucosa- 
mina que se encuentra habitualmente en 
las paredes celulares de hongos y algas 

Setas hongos filamentosos que producen 
cuerpos fructíferos macroscópicas, fre- 
cuentemente comestibles 

Thacoides capas de membranas que conti 
nen os pigmentos fotonintéticon en lon cho- 
raplastos 


палок por su movilidad, producida por 


organismos eucariónicos 


neste capítulo se considerarán la estructura, filoge- 
nia y diversidad de los microorganismos eucarióti- 
Brevemente hemos visto algo sobre ellos en los 

los 2 y 7, y descrito algunas características como es 

a de intrones en sus genes y la compleja maqui- 

transcripcional. Aquí veremos que algunos eucariotas 
hasemejan a los procariotas en su estructura interna, mien- 
otros son mucho más complejos. También de- 

emos la biología básica de los eucariotas que servirá 
adelante para entender las relaciones-prrásito-hos- 

r, inmunología y enfermedad (véanse Unidades IV y 

que requieren las actividades de las células eu- 


| LA CÉLULA 
EUCARIÓTICA/ESTRUCTURA 
FUNCIÓN Y GENÉTICA 


¡seis siguientes secciones exploran la estructura de 
lula eucariótica, la relación ancestral entre los or- 
ilos eucarióticos y Bacteria, así como la genética 

de eucariotas, utilizando las levaduras como mo- 


Estructura de la célula eucariótica 
el núcleo 


Una célula eucariótica es estructuralmente más compleja 
que una procariótica (Figura 14.1). El DNA en un procario- 
ta no está contenido en un núcleo (рага una excepción ол 

se Sección 12.29) mientras que los eucariotas contienen un 
micleo rodeado por una membrana. La mayoría de los eucario- 
tas tienen otras estructuras intracelulares y estructurales de- 
pendiendo del organismo. Así, por ejemplo, las mitocondrias 
son orgánulos casi universales entre las células eucarióticas, 
mientras que los cloroplastos son orgánulos presentes sola- 
mente en las células fototróficas. Las células eucarióticas 
pueden poseer pared celular (hongos, algas y plantas supe- 
riores) o carecer de ella (protozoos y células animales), Otras 
estructuras internas, tales como el aparato de Golgi, micro- 
somas, retículo endoplasmático y microtúbulos son también 
tipicas de las células eucarióticas (Figura 14.1) y sus funcio- 
nes se describirán en breve. 


Núcleo 

El núcleo contiene el genoma de la célula (Figura 14.2). En 
los eucariotas, el DNA está formando cromosomas (el com- 
plejo empaquetamiento del DNA necesario para formar es- 
tas estructuras se describió en el Capítulo 7). Еп muchas 
células eucarióticas, el núcleo mide v; ómetros de 
diámetro, fácilmente visible con el microscopio óptico sin 
necesidad de tinción (véase Figura 470). En los eucariotas 
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Microtúbulos 


Poros nucleares 


Complejo 
бе Golgi 


Peroxisoma 


[Е] visión esquemática tridimensional de una célula eucariótica. Aunque todas las cólulas oucanólicas contienen un núcleo, no 10d 


los orgánulos y otras estructuras mostradas están presentes on todas las cólulas eucarióticas. 


más pequeños, sin embargo, es necesario proceder a una 
tinción para poder observarlo, 

La membrana nuclear consiste en dos unidadés de mem- 
brana que dejan un espacio de grosor variable. La mem- 
brana interna es un simple saco, pero la externa suele tener 
continuidad en el retículo endoplasmático. De esta mane- 
ra existe una especialización de la membrana nuclear: la 
interna se especializa en sus relaciones con el nucleoplas- 
та y la externa con el citoplasma у el retículo endoplas- 
mático. 

La membrana nuclear contiene poros (Figura 14.2) que 
son lugares en los que las dos membranas se unen. El poro 
está formado por diversas proteínas con función de im- 
portar y exportar sustancias al interior y al exterior del nú- 
cleo. Dado que se trata de un transporte a través de la 
membrana (véase Sección 4.7), el proceso requiere energía 
que procede de la hidrólisis del guanosín-trifosfato (СТР). 

Úna estructura que se ve frecuentemente dentro del 
núcleo es el nucleolo, una zona muy rica en RNA que es el 
lugar donde se sintetiza el rRNA. Las proteínas ribosómi- 


cas se sintetizan en el citoplasma y son transportadas al mue 
cleolo para ensamblarse con sus rRNA, dando lugar allí. 
las dos subunidades ribosómicas (605 + 405), que son! 
exportadas al citoplasma donde se asociarán para dar lugar 
al ribosoma completo, para participar en procesos de tras 
ducción. 


La mitocondria y el hidrogenosoma son orgánulos que s€ 
han especializado en el metabolismo energético quimio= 
trófico. Aquí nos centramos en estos orgánulos de la respi 
ración y se considerarán los cloroplastos en la sección! 
siguiente. 


Mitocondrias 
En células eucarióticas aeróbicas, los procesos de respiras 
ción y de fosforilación oxidativa (un mecanismo de fof 
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ШИ E nicieo y tos poros nucleares. (a) Micrografía elec- 

¡de una célula de levadura por el método de criofractura mos- 

do la superficie del núcleo. La cólula es aproximadamente de В um 

jancho.(b) Corte fino de un adipocito de ratón mostrando una por- 

ёл del núcleo y diversas mitocondrias. El núcteo es aproximadamente 

os 2 рт de ancho. Nótese la presencia de poros tanto en (а) 
оеп. 


de ATP) (véanse Secciones 5.11 y 5.12) están loca- 
еп orgánulos con membrana denominados mito- 
Las mitocondrias tienen un tamaño semejante 


Че células procarióticas y su forma puede ser abasto- 
га (véase Figura 14.3). Una célula animal 


típica, contiene alrededor de 1000 mitocrondrias, pero el 
número por célula depende del tipo y tamaño de célula; 
una célula de levadura puede tener muchas menos mito- 
condrias por célula. La membrana mitocondrial, que с 
rece de esteroles, es menos rígida que la citoplasmă 
que sí posee esteroles, Por tanto, las mitocondrias poseen 
una plasticidad considerable, que hace que posean una 
morfología muy variable (Figura 14.3b, c) 

La membrana mitocondrial está construida de una ma- 
nera normal, es decir, de una bicapa de fosfolípidos con 


= Membrana interna. 


Matriz 


© 


ТЕЕ] Estructura de una mitocondria. (a) Diagrama mos- 
trando la estructura global de una mitocondria. Nótese la membrana 
interna y la externa. (b,c) Micrografas de transmisión de mitocondrias 
де músculo de rata, mostrando la variabilidad en la morfología de una 
mitocondria tipica. 
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proteínas embebidas en ella (pense Sección 4.5); es bastante 
permeable y posee canales diminutos que dejan pasar iones 
y pequeñas moléculas. A través de ellos sale al citoplasma 
el ATP que genera el orgánulo у que será utilizado en todas 
las reacciones bioquímicas celulares que lo requieran. La 
membrana interna origina una serie de plegamientos о cres- 
las que es donde se produce la síntesis del ATP. Las crestas 
también contienen proteínas específicas que regulan el paso 
de metabolitos dentro y fuera de la matriz mitocondrial 
(Figura 14.30). Esta matriz contiene bastantes enzimas im- 
plicadas en la respiración de compuestos orgánicos y, en 
particular, las enzimas del ciclo del ácido cítrico (véase 
Sección 5.13). 


El hidrogenosoma 

Algunos microorganismos eucarióticos carecen de mito- 

condrias y en su lugar poseen un orgánulo respiratorio ro- 

deado por unidad de membrana, distinto estructuralmente 
y funcionalmente de la mitocondria, que llamamos hidro- 
genosoma (Figura 1444). Aunque es de un tamaño seme- 
jante a la mitocondria, carece de crestas y de las enzimas 
del ciclo del ácido cítrico (Figura 14.3). Existen bastantes 
eucariotas que poseen este orgánulo y todos ellos son anae- 

robios estrictos o aerotolerantes pero con metabolismo es- 

trictamente fermentativo. Entre otros, se incluyen parásitos 
como los flagelados Tricomonas y protozoos ciliados del ru- 

men animal (ase Sección 19.11) y lodos anóxicos y sedi 

mentos, 

Las reacciones bioquímicas de un hidrogenosoma se cen- 
tran en la oxidación del piruvato para dar HCO, y acetato 
(Figura 14.40). El piruvato es oxidado a acetil-coA junto con 
Н; más CO, (Figura 144). En algunos eucariotas anaeró- 
bicos, se ha visto que en su citoplasma residen procariotas 
simbiontes (Figura 19.260, с) generadores de metano que con- 
sumen el hidrógeno y el anhídrido carbónico. Como el hi- 
drogenosoma carece de ciclo del ácido cítrico y de cadena 
transportadora de electrones, no pueden oxidar el acetato 
originado de la oxidación del piruvato y es exportado hasta 
el citoplasma celular de la célula hospedadora (Figura 14-4). 


Y 14,2 Revisión de conceptos 


La mitocondria у el hidrogenosoma son оёт de respira- 
ción de células eucarióticas. Las mitocondrias han evoluciona- 
Чо especializándose en la respiración aeróbica, mientras que el 
hidrogenosoma de ciertos eucariotas anaerobios fermenta el pi- 
ruvato hasta hidrógeno más anhídrido carbónico, acetato y АТР. 


Z ¿Qué sustancias у por qué deja pasar la membrana mito- 
condrial? 

/ Compare y contraste el destino metabólico del piruvato en 
las mitocondrias y en el hidrogenosoma. 


Orgánulo fotosintético: 
el cloroplasto 


Los cloroplastos son orgánulos que contienen clorofila y que 
se encuentran en eucariotas capaces de llevar a cabo la fo- 
tosintesis (algas y plantas). Los cloroplastos de muchas plan- 


Нагодеповота 


[1] 


 Роига 14,4 e ›оооеповота. (а) Micrografía де! lagelado anar 

тобо Trichomonas vaginalis mostrando 5 hidrogenosomas, (b) Вю 
mica del hidrogenosoma El plruvato es tomado por ol hidrogenosona 
ıa la vez que se produce Hy, СО, acetato y ATP. Las enzimas clave del 
hidrogenosoma son piruvato; ferredoxin oxidoreductasa ө hidrogena- 
за А menudo, en el citoplasma de eucariotas que portan hidrogeno- 
somas, se detectan endosimbiontes metanogénicos que originan 
matano а partir del hidrógeno y anhidrido carbónico (Figura 19.260), 


tas son relativamente grandes y visibles al microscopio (Fit 
gura 14,5), El tamaño, la forma y el número de cloroplastos 
por célula varía mucho y, al contrario que las mitocondrias, 
son mucho más grandes que las bacterias. 

Como las mitocondrías poseen una membrana externa 
permeable y otra interna, mucho menos permeable, que dê 
jan entre sí un espacio intermembranal. La interna rodea el 
lumen del cloroplasto llamado estroma pero no forma стей 
tas como en el caso de las mitocondrias. En su lugar; la cl 
rofila y el resto de los componentes necesarios para la 
fotosíntesis se localizan en una serie de discos aplanados 
llamados tilacoides (Figura 14.6), Las membranas de los ti 


Joroplastos. 


crogralias de algas mostrando los 


(e) Micrografía La cloro. 
Ma del cloroplasto absorbe luz y da fluorescencia roja. (>) Micrografía 
de contraste de fases d+ 

en espiral del cloroplasto. 


uorescente de la diatomea Stephanodt 


Spirogyra mostrando la forma característica 


Iacoides son altamente imperm 
metabolitos, уа que su función es establecer la fuerza 
"motriz de protones necesaria para la síntesis de ATP (с 
¡Sección 5.12). En algas verdes, asî como en plantas, los ti 
codes se organiza 
Figura 17.5). 

El estroma del cloroplasto contiene grandes cantidades 
êla enzima ríbulosa bifosfato carboxilasa-RubisCO-. Ésta es 
Inenzima clave del ciclo de Calvin por la cual la mayoría de 
Jos organismos fotosintéticos convierte el CO, a carbono 
orgánico (véase Sección 17.6). RubisCO constituye hasta el 
ЗОЎ, de la proteína total del cloroplasto y cataliza la for 
mación de ácido fosfoglicérico, un compuesto clave en la 
biosíntesis de glucosa (véase Secciones 5.10 y 5.12). La per- 
Imeabilidad de la membrana más externa permite a la glu 


ables a los iones y otros 


n pilas que se llaman grana (véase 
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Cloroplasto 


Tiacoides 


Fotografia al microscopio electrónico de transmisión 
mostrando un cloroplasto del aiga Ochromonas clanica. Nótense los ti- 


cosa y al ATP producidos durante la fotosintesis difundir 
hasta el citoplasma, donde serán utilizados en las rutas bio- 
quimicas habituales para la síntesis de nuevo material 
elular. 


/_ 14.3 Revisión de conceptos 


Los cloroplastos son los lugares de producción de energía foto- 


sintética y fijac CO, en los eucariotas fototrópicos 


4  Diferencie el estroma de los tilacoides, 


Y ¿Cuál esla funció 


Relaciones de las mitocondrias 

y cloroplastos con Bacteria 
En función de su autonomía relativa y semejanza a las bac 
terias, se sugirió hace tiempo que las mitocor 
plastos eran descendientes de organismos procarióticos 
antiguos. Esta teoría de la endosimbiosis propone que los eu 
cariotas surgieron del englobamiento de una célula proca- 
riótica por otra más grande (el hospedador) (vénse Sección 
‘lula eucariótica es una 
A de dos fuentes; el en- 


RubisCO y dónde se encuentra? 


drias y cloro- 


11.3). Esta teoría predice que la 
quimera genética que contiene Р! 
dosimbionte y la célula hospedadora. Diversas líneas de 
pruebas moleculares han confirmado esta predicción y la 
teoría de la endosimbiosis en 

aquí 


1. Las mitocondrias y cloroplastos contienen DNA. Aun 
que 
el DNA nuclear, algunos componentes de los orgánu- 
los están codificados por su propio genoma. Éstos son 
el RNA ribosómico, RNAs de transferencia y ciertas 
proteínas de la cadena respiratoria. Además, el DNA 
de las mitocondrias y los cloroplastos adopta una forma 
circular covalentemente unida, como en los procariotas 
(véanse Secciones 22, 7.2 y 7.3). El DNA mitocondrial 
puede ser observado utilizando métodos especiales de 
tinción (Figura 14.7) 


mayoría de sus funciones están codificadas por 


2. El núcleo eucariótico contiene genes qu 
bacterias. La secuenciación del genoma (о 
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ш de la levadura Saccharomyces carves 
teñidas con 4'6-diamidina-2'-teniingol dinidrocioruro DAPI (идазе 
Sección 18.3) para mostrar el DNA mitocondrial. Cada mitocondna 
tiene де dos a cuatro circulos de DNA que sa lifan de azul por este 
método, 


tulo 15) y otros es 'néticos han demostrado 
claramente que diversos genes nue en las 
actividades de los orgánulos. Ya que la secuencia de 
estos gs emeja a sus equivalentes bacteria 
nos, muchos científicos creen que estos genes fueron 
transferidos desde el endosimbionte hasta el núcleo 
durante la evolución del orgánulo actual 


ares di 


Las mitocondrias y cloroplastos contienen sus pro- 
pios ribosomas. Los ribosomas, estructuras celulares 
implicadas en la síntesis de proteínas (véase Sec 
ción 7.15), existen bien como Unidades 80 Svedberg 
(5), típicos del citoplasma de células eucarióticas, o 
como formas más pequeñas de 705, característicos de 
los procariotas, Las mitocondrias y cloroplastos соп. 
tienen ribosomas que son 70S como los de los proca- 
riotas, 


4. Especificidad antibiótica. Diversos antibióticos (es- 
treptomicina, por ejemplo) matan о inhiben Bacteria al 
interferir específicamente con la función del ribosoma 
705; estos mismos antibióticos también inhiben la sín- 
tesis de proteínas en las mitocondrias y cloroplastos. 


5. Filogenia molecular. Los estudios filogenéticos utili 
zando los métodos de secuencia comparativos de RNA 
Sección 11.4-11.8) han demostrado 
las mitocondrias y cloroplastos están relacionados 
con las bacterias. Estos estudios indican claramente 
que las células eucarióticas modernas se han origina- 
una asociación de dos organismos, presumible- 
рог endosimbiosis (véanse Sección 11.3 y Figu- 
та 11,7) 


ribosómico (vé 


También se han encontrado evidencias de que los hi- 
drogenosomas son de igual manera endosimbiontes. Por 
ejemplo, en el protozoo ciliado anaeróbico Nyctotherus 
ovalis, que vive en el tracto intestinal posterior de las 
termitas (véase Sección 9,10), se han identificado hidro- 


genomonas que contienen ribosomas y DNA, Además 
el núcleo de este eucariota contiene genes que codifican 
proteínas específicas conocidas por tener un origen Бас- 
teriano. Por ello, el hidrogenomona probablemente se 
originó por endosimbiosis de una bacteria fermentadora 
de piruvato (tal como las especies del actual género Clos- 
tridíum) con un eucariota microbiano anaeróbico, presu- 
miblemente como una forma de extraer un poco más de 

de un metabolismo estrictamente afermentati- 
vo (Figura 14.40). Si esto es cierto, la mitocondria y el 
hidrogenosoma pueden considerarse orgánulos relacio- 
nados que simplemente muestran diferentes modelos 
metabólicos. 

En resumen, muchos tipos de pruebas indican que los 
orgánulos celulares se originaron por endosimbiosis de bac 
terias de vida libre en una célula eucariótica, Así, la célula 
hospedadora obtiene estructuras especializadas en la ре 
пегасібп de energía, mientras que los simbiontes obtienen. 
estabilidad y un ambiente adecuado. Que la endosimbiosis, 
fue un éxito evolutivo lo demuestra el hecho de que, соп 
raras excepciones, los orgánulos productores de energía, 
сото mitocondrias y cloroplastos, están presentes en las 
células eucarióticas actuales. 


/ 14.4 Revisión de conceptos 


Los doroplastos son orgánulos metabólicos clave de las euca 
riotas en la fotosíntesis, y las mitocondrias о bidrogenosomas en 
la respiración y fermentación. Es plausible que estos orgánulos 
se originaron de Bacteria y establecieron residenci 

te dentro de otras células (endosimbiosis). 


y Resuma la prueba molecular que apoya la relación de los 
nulos con Bacteria 


or qué podría un organismo como Nyctotherus ser más: 
г con un hidrogenosoma que con una mitocondria? 


Otros orgánulos y estructuras 
eucarióticas _ 


Existen otras estructuras celulares típicamente en las cé 

lulas eucarióticas que son el retículo endoplasmático, 

aparato de Golgi, lisosomas y peroxisomas. A diferencia 

de los cloroplastos y ribosomas, estos orgánulos carecen 

de DNA y de ribosomas, y no son de origen endosime 
со. 


El retículo endoplasmático y el aparato de Golgi 
El retículo endoplasmático es una red de membranas que 
que se comunican con la membrana nuclear. Se reconocen! 
dos tipos de retículo endoplasmático (RE): el rugoso, así Йаз 
mado por tener unidos ribosomas у el liso que no los posee 
(Figura 14.1). El RE liso participa en la síntesis de lípidos y 
еп algunos aspectos del metabolismo de los carbohidratos, 
mientras que el RE rugoso está implicado en la síntesis de 
glicoproteinas y también produce nuevo material de mem. 
brana que es transportado a través de la célula para alargar 
el aparato endomembranoso (Figura 14.1) antes de cada di- 
visión mitótica. 
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El aparato de Golgi está formado por una pila de sacos 
'membranosos (Figura 14.1) que trabaja en concordancia con 
e] RE. En el Golgi, se produce la modificación química y al- 
macenamiento ordenado de las sustancias que han de ser 
secretadas al exterior celulas, tales como hormonas y enzi- 
таз digestivas, y aquellas que funcionan en otras estruc- 
turas membranosas en la célula. 


Lisosomas у peroxisomas 
Хоз lisosomas (Figura 14.1) son sacos membranosos que 
ntienen enzimas digestivas que la célula utiliza para di 
gerir macromoléculas tales como proteínas, grasas y poli- 
Sacáridos. El pH interno es de aproximadamente 5, es decir, 
dot unidades inferior al del citoplasma, y las enzimas hi- 
'drolíticas en el citoplasma funcionan de manera Óptima а 
ese pH. Como estas enzimas hidrolíticas no presentan es- 
'pecificidad de acción y podrían potencialmente destruir 
"macromoléculas celulares clave, el lisosoma es una estruc- 
"ura que permite que la actividad lítica tenga lugar total- 
теме separada del propio citoplasma. Después de la 
hidrólisis de macromoléculas en el lisosoma, los monóme 
оз resultantes se incorporan desde el lisosoma al citoplas- 
та como nutrientes para la célula. 
Los peroxisomas son orgánulos también rodeados por 
да unidad de membrana (Figura 14.1) cuya función es pro- 
cir agua oxigenada (Н.О) por la reducción del O, por 
los donadores de hidrógeno como alcoholes y ácidos 
os de cadena larga. El HO, producido es degradado 
ta agua y oxígeno por acción de la enzima catalasa (060. 


¡Sección 6.13), Los peroxisomas también llevan a cabo 
funciones tales como sintetizar sales biliares que ayu- 


еп la digestión y absorción de material lipidico. 
eroxisomas se originan en la célula incorporando sus pro- 
в y lípidos desde el citoplasma, y finalmente rodeán- 
de una unidad de membrana que puede crecer y 
Vidirse sincrónicamente con la célula. 


lamentos y microtúbulos 

tamaño de la cólula eucariótica, asî como su capa- 
1d para moverse, requiere de refuerzos celulares es- 
turales. Estos vienen proporcionados por proteínas que 
¡configuran como filamentos y que se denominan micro- 

entos y microtúbulos. Los primeros miden В nm de dí 
y son polímeros de actina. Estas fibras forman un 
damiaje extendido por toda la célula y son las responsa- 
bs de la morfología celular (Figura 14.1). Los microtúbu- 


tro, y están constituidos por la proteica tubulino tam- 
п están implicados en el movimiento tanto de estructu- 
internas (como es la segregación de los cromosomas en 
la división celular), como de toda la célula (como es el mo- 
iento del flagelo). Este sistema de microfilamentos y 
bulos constituyen lo que se llama el citoesqueleto. 
mos en un capítulo anterior que los procariotas tienen 
inas homólogas a la actina en cuanto a su función, 

МВ y Fts2, respectivamente (Sección 6.1). Es decir, el 
iótico tiene profundas raíces evolutivas. 


más de los orgánulos principales eucarióticos, existen en 
bl citoplasma otros con funciones bien definidas. Éstos in- 


cluyen el retículo endoplasmático, el lugar de sintesis de ri- 
bosomas y lípidos celulares; el aparato de Golgi, implicado 
еп la secrección; los lisosomas que realizan una función en la 
digestión de macromoléculas; y los peroxisomas, orgánulos 
implicados en la producción de agua oxigenada, Además 
existe un citoesqueleto formado por microfilamentos y mi- 
crotúbulos. 


2 ¿En qué difiere el RE rugoso del RE liso? 

2 ¿Porqué es mejor que las actividades que tienen lugar en el 
lisosoma estén separadas del propio citoplasma? 

4 Además de servir de andamiaje, ¿qué otras funciones tie- 


A continuación consideramos brevemente algunos aspectos 
de la idiosincrasia de la genética en eucariotas, utilizando 
la levadura Saccharomyces cerevisiae como organismo mo- 
delo, Las células eucarióticas llevan a cabo reproducción 
sexual en la que ambas partes donan un gameto para for- 
mar un zigoto. Esto difiere fundamentalmente del proceso 
Че apareamiento o conjugación unidireccional de los pro- 
cariotas (véuse Capítulo 10); por esta razón nos centraremos 
еп estos aspectos en nuestra explicació 


Mitosis y meiosis 

Desde un punto de vista genético, las células eucarióticas 
pueden existir de dos formas: como haploides o como di- 
ploides. Las células diploides tienen dos copias de cada 
cromosoma y las haploides sólo una. Las células de 5. сете 
visiae pueden existir indefinidamente en forma haploide 
(vegetativa) con 16 cromosomas. Pero ocasionalmente, dos 
células haploides pueden conjugar para dar un diploide de 
32 cromosomas (Figura 14.8). Sin embargo, estos procesos 
no deben confundirse con los que tienen lugar еп Jos me- 
tazoos tales como plantas o animales. En ellos, la fase di 
ploide es el organismo en sí y la fase haploide se restringe 
а los gametos. 

La mitosis es el proceso que sigue a la replicación del 
DNA, donde los cromosomas se condensan, se dividen y se 
separan en dos juegos idénticos para cada célula (véase Sex 
ción 22). En células haploides de S. cerevisiae (Figura 14%), 
la mitosis ocurre antes de cada división celular y así man- 
tiene 16 cromosomas por célula. La meiosis o división re- 
duccional es el proceso por el que se produce la transición 
de estado diploide a estado haploide. Implica dos divisio- 
nes. En la primera, los cromosomas homólogos segregan 
еп células separadas y es cuando tiene lugar el cambio di- 
plo-haploide; la segunda división es esencialmente una mi- 
tosis ya que las dos células, ya haploides, se dividen 
originando un total de cuatro gametos haploides (ascos- 
poras, Figura 148). 


La conjugación en levaduras: tipos sexuales 

Las levaduras tienen dos tipos diferentes de células haploi- 
des denominados tipos sexuales; éstos pueden considerarse 
análogos a los gametos femenino y masculino, Cuando con- 


CÉLULA 
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reproducción — DO 
бя 


(mitosis) 


Cielo biológico de una levadura tipica, Saccharomy- 
соз cerevisiae, Una célula haploide contiene 16 cromosomas. 


jugan dos células de tipo sexual opuesto se origina una cé 
lula diploide. De una única célula diploide, se forma una es- 
tructura que contiene cuatro gametos, dos de cada tipo 
sexual opuesto. La célula en la que los gametos se forman 
se denomina asca, y las células formadas en el interior del 
asca (productos meióticos o esporas), se denominan aseos- 
poras (Figura 14.8). 

Los dos tipos sexuales en Saccharomyces cerevisiae se de= 
signan con las letras a y a. Las células de tipo sexual a sólo 
conjugan con células de tipo a, y el hecho de que sean cé- 
lulas a о а se controla genéticamente, Algunas cepas ha- 


ploides de 5. cerevisiae permanecen a о a, mientras que 
otras cepas son capaces de cambiar sus tipos sexuales de 
uno а otro. Este cambio de tipo sexual es debido a una in- 
serción génica y el proceso se ilustra en la Figura 14.9. 

Existe una localización única en uno de los cromosomas 
de S. cerevisiae denominado locus MAT (por mating type, 
tipo sexual en inglés), en el que puede estar insertado o bien. 
el gen а o a. En este locus, el promotor MAT controla la 
transcripción del gen que esté presente; de modo que si el 
gena está en el locus, entonces las células son de tipo sexual 
а, mientras que si es el gen a, las células son de tipo a. En, 
otras partes del genoma de la levadura existen copias sl 
lenciosas de estos genes а o a. Tales copias silenciosas son la 
fuente del gen que se inserta en MAT, Cuando se produce 
el cambio de tipo sexual (Figura 14.9), entonces el gen apro- 
piado a о а es copiado de su «sitio» silencioso e insertado. 
еп MAT, reemplazando el que allí estuviese, Este proceso se 
ha designado como mecanismo de casete ya que а о а pue: 
Чеп considerarse como casetes que se insertan en un mag- 
netófono; éste reproduce la cinta que se le introduce y poco 
le importa lo que dice la cinta. 

Los genes а y а de 5. cerevisiac son genes reguladores. 
Entre otras proteínas regulan las hormonas peplídicas fac- 
tor a y factor a, que son excretadas por las células para la 
conjugación, Estas auténticas hormonas sexuales se unen. 
а las células de tipo opuesto e inducen cambios en su sue 
perficie de tal manera que pueda producirse la fusión ce- 
lular (Figura 14.10), incluso cariogamia, lo que resulta 
la formación de un zigoto. A partir de él, la división гей, 
cional o meiosis regenera los cuatros productos meióti 
haploides о formas vegetativas de la levadura (Figura 14. 


/__ 14.6 Revisión de conceptos 


Los organismos eucarióticos pueden conjugar e intercambiar 
DNA durante la reproducción sexual. La mitosis asegura la 
gregación apropiada de los cromosomas durante la división 


Gen maestro 
slenciado 
Троа. 


Promotor 
Locus MAT 


tipo sexual de a hasta a. Según el casete que se inserte en el 
activo asi será un sexo U otro. El proceso es reversible de tal 
que a puede revertir hasta а. 
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Yema diploide 
Nuclao diploide 


Ina ема Hansenula winge la) Dos células һал fusionado өп sl 
uno de contacto. (o) Estado ario de la conjugación. Ya hay caro 
лм y е na formado ш yama diploide өп ángulo recto al tubo con- 
Igo, Esta yema зв separar originando un юе аре La cf 
de Hansenula tiene un diámetro aproximado de 10 ym. 


Buel Las celulas haploides, originadas durante la meiosis pue- 

боз conjugar para formar un zigoto diploide. Existen dos tipo 

кеше» еп lovaduras y las células pueden cambiar de un tipo 
ual a otro, 

¿Qué microorganismo eucariótico ha 

estudiar la genética en eucariotas? 

el número diploide de cromosomas en células humanas 

es 46, ¿cuántos cromosomas hay en un gafieto humano? 

Explique cómo una única celula haploide de Saccharomyces 

puede dar lugar a una célula diploide. 


el modelo para 


II DIVERSIDAD MICROBIANA 
EN EUCARIOTAS 


continuación exploraremos los diversos grupos de mi- 
anismos eucarióticos. Aquí se incluyen los protozo- 
los hongos, los hongos mucosos y las algas. Se comienza 
fon una aproximación filogenética en la que veremos cómo, 
безде el punto de vista filogenético, algunos eucariotas 
"muestran claramente que proceden de otros microorganis- 
mos, en tanto que otros parecen haber retenido propieda- 
des clave de eucariotas más antiguos. 


Generalidades filogenéticas 
de Euk; 


En la Figura 11-13 vimos la filogenia de Eukarya dentro del 
contexto del árbol filogenético universal. En este sentido 
vimos cómo Eukarya forma su propio dominio que está 
más relacionado con Archaea que con Bacteria, La filoge- 
nia de Eukarya se deduce por comparación de secuencias 
del rRNA 185 de ribosomas citoplasmáticos (véase Sec 
ción 11.5). Pero antes de examinar este aspecto considera- 
remos brevemente el concepto clásico de la diversidad 
filogenética. 


¿Cinco reinos o tres dominios? 

Eukarya ha sido tradicionalmente agrupado en cuatro rei- 
nos: plantas, animales, hongos y los restantes Eukarya micro- 
bianos, llamados protistas. Antes de la era de la filogenia 
molecular estos cuatro grupos, junto con los procariotas 
(que estaban agrupados en una única unidad filogenética), 
formaban los llamados cinco reinos de los organismos vivos 
Sin embargo, la secuenciación molecular (ase Capítulo 11) 
ha mostrado que se había sobre valorado la importancia 
evolutiva de los metazoos (plantas pluricelulares y anima- 
les). De hecho, como ya se ha visto (uéanse Capítulos 11-13), 
el cuadro evolutivo que ha surgido al comparar las se- 
cuencias de RNAs ribosómicos, los tres dominios de vida ce 
lular, difiere bastante de la hipótesis de los cinco reinos, 
especialmente en que la mayor diversidad evolutiva del 
Planeta reside en el mundo microbiano. 

La Figura 14.11 muestra detalles del dominio Eukarya, 
Vemos cómo varios eucariotas microbianos se encuentran 
еп linajes profundos del árbol, mientras que los metazoos 

ismos pluricelulares) son organismos muy evolu- 
cionados; observación que se sustenta por la aparición tar- 
día de los metazoos en el registro fósil (vénse Sección 11.1), 
Las algas están repartidas por todo el árbol eucariótico 
(principalmente en linajes relativamente recientes), mien- 
iras que los hongos (excepto los Oomicetos) forman un gru- 
po bastante reciente pero muy compacto, filogenéticamente 
hablando (Figura 14.11). 


Los primeros eucariotas 

Para los microbiólogos actuales es de gran interés el cono- 
cimiento de la identidad de los eucariotas «primitivos» 
desde el punto de vista evolutivo organismos actuales que 
son los últimos derivados (evolucionados) de sus antece- 
sores antiguos. El árbol del КМА ribosómico de la Figura 
14.11 identifica claramente diplomonas como Giardia, mi- 
erosporidios del género Encephalitozoon y tricomonas del 
género Trichomonas como tales «eucariotas ancestrales». 
¿cuánto se parecen estos organismos ac- 
tuales a los antiguos eucariotas? 

Giardia, Trichomonas y Encephalitozoon son eucariotas 
sin mitocondrias: todos tienen un núcleo rodeado por una 
membrana pero carecen de mitocondrias. Algunos de 
tos organismos, como es el caso de Trichomonas, contienen 
hidrogenosomas (Figura 14.4), mientras hay otros que no. 
Por tanto, cabe preguntarse, ¿son estos organismos reli- 
quias actuales de aquellos eucariotas primitivos que nun- 
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ca sufrieron endosimbiosis? Ésta es una posibilidad, pero 
los estudios genéticos no apoyan esta hipótesis. Utilizando 
métodos apropiados se ha podido ver que estos eucariotas 
carentes de mitocondrias, sí contienen en sus genomas nu- 
cleares genes que se originaron en Bacteria, como ocurre en 
los genes mitocondriales (Sección 14.6). Todo ello sugiere 
que los organismos como Trichomonas alguna vez poseyeron 
endosimbiontes, pero por alguna razón los descartaron, 
quedando sólo reliquias génicas en el núcleo. 

Los microsporidios son un enigma evolutivo. Carecen 
de todo tipo de orgánulos, como el aparato de Golgi e hi- 
drogenosoma y sus genomas son exiguos (el genoma de 
Encephalitozoon, por ejemplo, es de tan sólo 2,9 megabases; 
es decir, 1,5 megabases más pequeño que el de E. coli). De 
hecho, los microsporidios tienen todas las características de 
un «eucariota ancestral» potencial. Sin embargo, y como 
este grupo ha sufrido aparentemente una evolución rápida 
(сото зе ve en la línea larga del árbol en la Figura 14.11), su 
posición filogenética es difícil de asignar en el árbol de la 
vida. Los datos proteómicos y genómicos de los que se dis- 
ponen nos cuentan una historia muy diferente, ya que de 
ellos puede deducirse que los microsporidios son parientes 
muy próximos a los hongos, aunque hayan podido mante- 
пег características básicas de ese «eucariota ancestral». 

La pregunta permanece: ¿existen hoy parientes de aque- 
llos eucariotas ancestrales que nunca experimentaron en- 
dosimbiosis? Si tales organismos existen, se predice que sus 
genomas no deben poseer restos de genes bacterianos y que 
han debido desgajarse muy tempranamente del árbol filo- 

enético basado en la secuencia del rRNA. Si tales orga- 
ismos existen o no, es algo que los investigadores de los 


/__14.7 Revisión de conceptos 


Las células eucarióticas constituyen su propia línea evolutiva, 
(el dominio Eukarya). Algunos microorganismos eucarióticos, 
tales como Giardia y Trichomonas, son especies de ramas ori 
nadas muy pronto en la evolución, mientras que en la «сора» euz 
cariótica del árbol se encuentran los organismos pluricelulares. 
de plantas y animales. 


+ Desde una perspectiva celular, ¿por qué es equivocada la 
hipótesis de agrupar en cinco reinos los organismos 
rióticos? 


+ Resuma las pruebas que conozca que demuestran que 
día está más próximo a los eucariotas primitivos que 
célula humana. 


Los protozoos son mi nismos eucarióticos unicel 
lares que carecen de pared celular (Figura 14.12). En, 
no poseen color y son móviles. Los protozoos se dis 


Árbol flogenético de Eukarya basado en secuencias de 185 RNA. La Figura 11.13 compara este árbol detallado con el 
Versal. La posición ilogenética de los microsporidios tal como Encephalitozoon es incierta. 
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plastos у. por ello, puede considerarse un alga). (d) Plasmodium vivax, un esporozoo de apicomplexa creciendo en un eritrocito humano, 


fácilmente de los procariotas porque son inconfundible- 
mente más grandes; de las algas porq 
fila; de los hongos y levaduras por su movilidad y ausencia 
de pared celular y de los hongos mucosos por su incapaci 

dad para originar cuerpos fructíferos, Además, los proto- 
2008 son filogenétic 

linajes en el árbol de Eukarya (Figura 14.11). Los protozoos 
e encuentran tanto en hábitat de aguas dulces como mari 

mas; un gran número de ellos son parásitos del hombre y 
гов animales y otros son saprofitos en otros hábitat como 
suelo, el aire o la superficie de los árboles. 

La mayoría de los protozoos se alimentan por fagoci 
sis, proceso por el que una partícula de alimento es rod 
da por una porción de su membrana celular flexible, 
Introduciéndola en la célula. Algunos protozoos pueden 
stragar» literalmente bacterias o células eucarióticas pe- 

jueñas a través de una estructura especial, más o menos 
esarrollada, que funciona a modo de boca y que se cono- 
(е сото citostoma (Figura 14.16). 

Сото es lógico, y por ser organismos que podríamos 
onsiderar como «cazadores», los protozoos son móviles. 
Dehecho, el tipo de movilidad es una de las características 


ıe carecen de cloro- 


que se emplean para dividirlos en grupos taxonómicos (Та. 
bla 14.1). Los protozoos que se mueven por movimientos 
ameboides se llaman Sarcodina; los que utilizan flagelos, 
Mastigophora y los que utilizan cilios, Ciliophora. Existe 
un cuarto grupo Apicomplexa, generalmente inmóviles, 
que son parásitos de animales superiores. 


Mastigophora: los flagelados 

Los miembros de este grupo de protozoos son móviles por 
la acción de flagelos (Figura 14,12c y Figura 14.13). Aunque 
muchos protozoos flagelados son de vida libre, un buen 
número de ellos son parásitos de animales, incluido el hom- 
bre. El más importante de ellos es Trypanosoma, Estos or- 
ganismos causan una serie de enfermedades graves en 
el hombre, como la enfermedad del sueño. En Trypanosoma, 
género que infecta a humanos, el protozoo es bastante pe- 
queño, aproximadamente de 20 ит de longitud, son orga- 
nismos delgados con forma curvada. El flagelo se origina en 
un cuerpo basal y se repliega lateralmente a través de la cé- 
lula quedando rodeado por una ondulación de la mem- 
brana de la superficie (Figura 14.13). Tanto el flagelo como 
la membrana están implicados en el movimiento a través de 


Mastigophora  Flagelados Турана 

Сапна, Leishmanis, 

Trihomenas 
ГЕ Flagelados Euglena 

итәр 

Sarcodina Amebas Arocha, Entamarta 
Ciliophora Ciliados Balantidium. Paramecium 
Apiciompiea  Esporweoos Jasmodium, Towplasma 


A te grupo xs considerado también como algas (remse Sección 14:11 y Tabla 143) 


Agua dulce; parásitos 
de animales 


Agua dul: 
algunos marinos 
Aguas dulces y saladas; 


Ninguna conocida 


Disentería amebiana 


parásitos de animales (amebiasis) 
Agua dulce y marina; Disenterta 
parásitos de animales; rumen 
Parásitos de animales; Malaria 
insectos (vectores) toxoplasmosis 
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ШИШЕДЕ] Mcrogratia del protozoo flagelado Trypanosoma 
gambiense, agente causal de la enfermedad del sueño africana, еп una. 
extensión de sangre. 


sustancias viscosas, como es el caso de la sangre. Trypano 
soma gambiense es la especie que produce la enfermedad del 
sueño africana, una enfermedad crónica y generalmente 
mortal. En el hombre, el parásito vive y se multiplic 
cialmente en el torrente sanguíneo, invade el sistema ner- 
vioso central, causando una inflamación del cerebro y de 
la espina dorsal responsable de los síntomas neurológicos 
característicos de la enfermedad. El parásito se transmite 
por la mosca tse-tse Glossina que, al contrario que el resto de 
las moscas, se alimenta chupando la sangre de los anima- 
les de sangre caliente y vive en ciertas partes de África. El 
parásito prolifera en el tracto intestinal de la mosca e inva- 
Че sus glándulas salivares, desde donde se transmite por pi- 
cadura al hospedador humano. 
En la Sección 14.11, se describen los flagelados fototróficos. 
эп los euglenoides, flagelados que contienen clorofila 
que permite el crecimiento fotosintético. Sin embargo, en la 
oscuridad Euglena (vénse Figura 14274) puede sobrevivir y 
crecer como un quimioorganotrofo y, como tal, es indistin- 
guible de los protozoos. Se conocen muchos euglenoides y 
son exclusivamente acuáticos; por lo general, se encuentran 
en aguas dulces siendo saprofitas. A diferencia de otros pro- 
tozoos flagelados, los euglenoides no son patógenos. 


Sarcodina: las amebas 

Dentro de las sarcodinas se encuentran organismos como 
Amoeba, que en fase vegetativa se encuentran siempre des- 
nudos; y los foraminíferos (Figura 14.122), amebas que se- 
cretan una especie de concha durante el crecimiento 
vegetativo (Figura 14.14). Se conocen un buen número de 
amebas «desnudas» parásitas de humanos y otros verte 
brados, cuyo hábitat es la cavidad bucal y el tracto intesti- 
nal. En estos hábitat, se mueven por movimiento ameboide 
(Figura 14.15), un mecanismo que también emplean los 
hongos mucosos (véase Sección 14,10). Entamoeba histolyti- 
са (véase Figura 28.13) es un buen ejemplo de amebas pa- 
rásitas. En muchos casos la infección es asintomática, pero 
en algunos individuos produce ulceraciones en el tracto 
intestinal, que produce un estado diarreico denominado 
disentería amebiana (amebiasis). El organismo se transmite 
de persona a persona como cistos cuando hay contamina- 
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ción fecal de las aguas o de los alimentos. La etiología y 
patogénesis de la disentería amebiana se describe en la Sec 
ción 28. 

Las sarcodinas con concha presentan una interesante 
variedad de formas. Las mejor estudiadas son los foraminf 
feros. Los foraminiferos son organismos exclusivamente má 
rinos, que viven en zonas próximas a las costas, Lay 
conchas, llamadas testas, de las diferentes especies tienen 
diversas características y а menudo están decoradas (ог. 
mentadas) (Figura 14.14). Las testas están hechas de carbo 
nato cálcico y las células no se anclan firmemente a ellas, de 
modo que la célula puede extenderse cuando se alimenta. 


[aura 1 15 voto aca o un 


proteus, tomado де una película y siendo el intervalo entre cuadros; 
2 segundos. Las flechas indican un punto fijo de la superficie. El dêl 
metro celular es aproximadamente de 80 ym. 
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Debido al peso de la concha, los forami 
hasta el fondo y se piensa que los organismos se alimentan 
de depósitos particulados en los sedimentos, principal 

mente bacterias y detritus. Las conchas son bastante resis- 
tentes y, por ello, se fosilizan rápidamente (los acantilados 
Че Dover, Inglaterra, son en gran medida conchas de fora- 
'miníferos). Debido a que dejan un excelente registro fósil, 
tenemos una mejor idea de su distribución a través de las 
edades geológicas que a partir de cualquier otro protozoo. 


Ciliophora: los ciliados 
Los ciliados son aquellos protozoos que al menos en algu- 
па fase de su vida, poseen cilios (Figura 14.16). Son únicos 
entrelos protozoos y poseen dos clases de núcleo: el mic 
núcleo que está implicado en la herencia y en la reproduc 
ción sexual y el macronúcleo que está implicado en la 
formación de diversos mRNAs de crecimiento y otras fun- 
Sones celulares (Figura 14,17) 

Probablemente, el ciliado mejor estudiado es Parame- 
cium (Figura 14.16), que será utilizado aquí como ejemplo 
del grupo. La mayor parte de los ciliados obtienen su ali- 
mento ingiriendo partículas a través de una especie de boca 
hasta una zona ciliada que es como un esófago (Figura 
14160). Al llegar al citoplasma, la partícula es englobada 
n una vacuola digestiva en la que se vierten las enzimas 
digestivas. Además de cilios, muchos ciliados poseen trico- 
stos que son filamentos largos, de naturaleza contráctil 


anclados debajo de la capa más externa de la célula. Estas 
estructuras permiten a los protozoos asirse literalmente a 
sustratos sólidos y también sirven para dar señales de pe- 
ligro cuando están siendo atacados por otros predadores. 
En el caso de Didinium, los tricocistos paralizan la presa 
сото preludio a la ingestión. 

Muchas especies de Paramecium (así como muchos otros 
protozoos) sirven de eficientes hospedadores para bacte- 
rias endosimbiontes que viven en su citoplasma o, incluso, 
dentro del macronúcleo. Existen evidencias de que en mu- 
chos casos juegan un importante papel en la nutrición del 
protozoo, sintetizando vitaminas u otros factores nutricio- 
nales, que de lo contrario tendrían que ser obtenidos del 
medio exterior. En el caso de los protozoos del tracto intes- 
tinal de las termitas, poseen un endosimbionte metanogé- 
nico que elimina el hidrógeno producido por la oxidación 
del piruvato en el hidrogenosoma (Figura 14.4); el metano 
producido es liberado a la atmósfera (véanse Sección 19.10 
y Figura 19.260). 

Aunque algunos ciliados son parásitos, по es ésta una 
forma de vida habitual en el grupo, La especie Balantidium 
coli (Figura 14.17) es primariamente una especie parásita 
de animales domésticos, pero ocasionalmente infecta el in- 
testino de humanos dando lugar a cuadros disentéricos que 
pueden confundirse con Entamoeba histolytica. Además, exis- 
te una fauna característica de ciliados anaerobios obligados 
еп el rumen (Sección 19.11); estos protozoos juegan un pa- 
pel beneficioso en los procesos digestivos y fermentativos 
que ocurren allí. 


Apicomplejos (esporozoos) 

Los apicomplejos o esporozoos (Figura 14.124) ев un gran 
grupo de protozoos que son parásitos obligados. Se carac- 
terizan por ser inmóviles en estado adulto y porque los ali- 
mentos los toman disueltos en fase acuosa a través de las 
envueltas celulares como ocurre еп los procariotas y hon- 
gos. Aunque el nombre esporozoos implica la formación de 
esporas, estos organismos no las forman; no al menos en el 
sentido en que se entiende este tipo de formaciones para 
procariotas и hongos, en su lugar originan formaciones se- 
'mejantes que se llaman esporvzoitos, que están implicados en 
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la transmisión a nuevo hospedador. Tanto animales verte- 
brados como invertebrados pueden ser hospedadores de 
los esporozoos e incluso en algún caso pueden tener lugar 
fases alternas. Los miembros más importantes de esporo- 
2005 воп los coccidios, normalmente parásitos de pájaros y 
los plasmodios (parásitos de la malaria) (Figura 14.124) que 
infectan pájaros y mamiferos incluyendo el hombre. Debi- 
doa que la malaria es la principal enfermedad humana, es- 
pecialmente en países en vías de desarrollo, se le dedicará 
una descripción importante en la Sección 27.5 


/__14.8 Revisión de conceptos 


Los protozoos son Eukarya unicelulares que carecen de pared 

celular y generalmente móviles. Muchos protozoos son pató- 

genos de humanos y de otros animales. 

Y Liste al menos dos formas en que difieren Paramecium y 
Trypanosoma 

/ ¿En qué difieren los Esporozoos de otros protozoos? 

/ ¿Porqué se considera a 


Géneros clave 


Penicillium 
Aspergillus 
Saccharomyces 
Candida 


Al contrario que los protozoos, los hongos poseen pared 
-celular y esporas de diversos tipos y forman un grupo co- 
herente filogenéticamente hablando (Figura 14.11). Se reco- 
nocen tres grandes grupos: mohos u hongos filamentosos, las 
levaduras y las setas. 

Los hábitat de los hongos son bastante diversos. Algunos 
son acuáticos, principalmente de agua dulce, aunque exis- 


TABLA 14.2 


Ascomicetos Hongos 
Basidiomicetos Setas 
Zigomicetos Hongos del pan 
Oomicetos Hongos acuáticos 
Deuleromicetos Hongos 
imperfectos 


Com excepción delos vomicetos, que son Mlogentticamente distintas, los сл» кыру de hongos está muy relacionados entre sî (re Figura 141) 


ten también algunos de medios marinos. La mayoría dee 
son de medios terrestres, crecen en suelas o sobre materia 
gánica en descomposición y contribuyen notablemente a la 
mineralización del carbono orgánico. Un gran número d 
hongos es parásito de plantas terrestres. De hecho, los ho 
gos causan económicas muy notables en la pro 
ducción hortofrutícola (Tabla 14.2). Algunos hongos so 
parásitos de animales, incluido el hombre, aunque, en 
neral, desde este punto de vista, son mucho menos іп 
tantes que las bacterias o los virus (ве Sección 27.7). 


Paredes celulares y metabolismo 
Las paredes fúngicas se parecen a las de las plantas, 
sólo desde el punto de vista de su arquitectura y no d 
la composición química. Aunque la celulosa está presen 
en ciertos hongos, muchos de ellos poseen paredes по ce 
lulósicas. La quitina, un polímero de N-acetil-D-gluco 
mina (гёве Figura 3.5) es un constituyente común de 
paredes celulares fúngicas. Se dispone en grupos de mi 
crofibrillas como la celulosa y en algunas especies exi 
¡tros polímeros como mananos, galactanos o quitosán, 
su 80-90%, las paredes celulares fúngicas están comp 
tas de polisacáridos, mientras que los lípidos, polifosfato 
е jones inorgánicos forman una matriz cementante, El co 
nocimiento de la pared celular fúngica es muy import 
por la aplicación biotecnológica de estos organismos ( 
se Capítulo 30) y, además, porque su naturaleza química; 
ha usado en la clasificación de los hongos. 

Los hongos son típicamente quimioorganotrofos y ti 
nen pocos requerimientos nutricionales. Muchas 


тов etc. Sin embargo, los mohos y las levaduras no son cl 
sificados sobre bases fisiológicas, sino por sus diferent 
ciclos celulares que incluyen la formación de una gran d 
versidad de esporas (обе Tabla 14.2). 


Suelo; material 
vegetal en 
descompesición, 
piel de animales 
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Hongos filamentosos: mohos 

Los mohos son hongos filamentosos. Están ampliamente di 
tribuidos en la naturaleza y se ven frecuentemente sobre 
рап viejo, queso o frutas. Cada filamento crece fundamen- 
talmente en el extremo por un mecanismo de extensión ce- 
lular (Figura 14.18). Cada filamento se denomina hifa. Las 
hifas crecen en masa en lo que se denomina micelio, que 
puede verse fácilmente sin ayuda del microscopio. En la 
mayoría de los casos, las hifas fúngicas contienen más de un 
núcleo —a veces cientos de núcleos— Por tanto, una hifa 
Бріса es como un tubo nucleado con citoplasma (referida 
omo cenocítica). 

А partir del micelio, otras hifas buscan la superficie don- 
de forma esporas o conidios (Figura 14.184). Los conidios 
son esporas asexuales (su formación no implica la fusión de 
gametos), a menudo muy pigmentadas (Figura 14.194; Fi- 
ura 10.10) y resistentes а la desecación, que sirven сото 
forma de dispersión del hongo en nuevos hábitat. Cuando 
же forman los conidios, cambia el color blanco del mi 
adquiriendo el de éstos que puede ser negro, rojo, azul-ver- 
oso, amarillo o marrón. La presencia de esas esporas da a 
в тава micelial la apariencia de ser una capa de polvo (Fi- 
ura 14.190) 

Algunos mohos también producen esporas sexuales, for- 
madas como resultado de una reproducción sexual (Tabla 
142). Esta se produce por fusión de 
Меп de hifas especializadas llamadas gametangios. Alter- 
'mtivamente, las esporas sexuales se pueden originar de la 
fisión de dos células haploides que sufren meiosis y mito- 
sis para dar esporas individuales. Dependiendo a qué gru- 
ро pertenezca el hongo en cuestión (véase Tabla 14,2) se 
pueden formar diversos tipos de esporas sexuales. Cuando 
fe forman dentro de un saco o азса se denominan ascospo- 
т (vénse Figura 14.8) y si se forman en los extremos de es- 
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tructuras en forma de porra se denominan basidiosporas (Ta- 
bla 14.2). Las zigosporas producidas por los zigomicetos 
сото es Rhizopus son estructuras macroscópicamente vi 
bles. Eventualmente, la zigospora madura y produce es- 
poras asexuales que son dispersadas en el aire у germinan 
para dar un nuevo hongo. 

Las esporas sexuales de los hongos son generalmente 
resistentes a la desecación, congelación y a algunos com- 
puestos químicos. No son tan resistentes como las endos- 
poras bacterianas (véase Sección 4.15). Tanto una espora 
sexual como asexual puede germinar para originar un nue- 
vo micelio. 

Una actividad ecológica muy significativa de los hongos 
es la descomposición de la madera, papel, tela y otros pro- 
ductos derivados de fuentes naturales, utilizando estos 
productos como fuentes de carbono y de energía. La ligni- 
па es un polímero complejo en el que las unidades son com- 
puestos fenólicos. Es una parte muy importante de las 
plantas leñosas y junto con la celulosa proporciona rigidez 
a la planta, La descomposición de la lignina en la naturale- 
za se produce casi exclusivamente a través de la acción de 
ciertos basidiomicetos que producen «la podredumbre de 
la madera». Se conocen dos tipos: podredumbre marrón en la 
que se degrada la celulosa, pero no la lignina y podredumbre 
blanca en la que se descomponen ambos polímeros. Los hon- 
gos que producen esta última forma de podredumbre son 
muy importantes, ya que están activamente implicados en 
la descomposición del material leñoso de los bosques. 


Hongos macroscópicos: las setas 

Las setas son basidíomicetos filamentosos que forman 
cuerpos fructíferos, que constituyen la parte comestible que 
llamamos setas (Figura 14.204-c). En la sección 30.14 se ex- 
pondrá el crecimiento comercial de las setas como fuente 
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las esféricas an el extremo de las hifas aéreas. (b) Diagrama de un cicio biologico. 
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creciendo en una placa de agar Nótese el micelo yla presencia de 
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ra 1418) ©) Coniiótrs y conidios de Asperpits amigats. 


de alimento. Durante la mayor parte de su 
setas viven como simple micelio, creciendo 
los desechos de hojas o en los troncos. Sin embargo, cuan- 
do las condiciones del medio son favorables, generalmente 
periodos húmedos y fríos, se desarrollan las setas, prime- 
то como un pequeño botón y después rompiendo la su- 
perficie como seta madura (Figura 14.20c). Las esporas 
sexuales llamadas basidioporas (Figura 14.204) se forman 
en la parte inferior del sombrerillo entre innumerables la- 
minillas (ase Figura 14.205, с). Las basidiosporas son dis- 
persadas por el viento para empezar un nuevo ciclo 
(Figura 14.200) 


istencia las 
el suelo, en 
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рота с) Cicio biológico de una seta боса (d) Micrografia electrónica de 
barido de las basidisporasiberadas deseas. La producción de setas 
como fuente de alimento se discuta en la Sección 30.14 
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Hongos unicelulares: las levaduras 
Таз levaduras son hongos unicelulares, la mayoría pertene- 
ciente a los Ascomicetos, Normalmente son ovales, esféri 
Caso casi cilíndricas y la división es, casi siempre, asimétrica 
Ipporgemación (Figura 14.21). En este proceso, la nueva cé 
Ша se forma como un pequeño bulto en la célula madre 
crece hasta separarse de ella (Figuras 14.21 y 142 
junque la mayoría de las levaduras se reproducen como 
lulas aisladas, bajo ciertas condiciones pueden filamentar 
'Porejemplo, la fase filamentosa es esencial para la patoge- 
Inicidad de Candida albicans, una levadura que puede causar 
Infecciones bucales, vaginales о de pulmones, e incluso, en 
саво de enfermos de SIDA, daño sistémico tisular (véase 
¡ón 26.14). 

Las células de levaduras son mucho más grandes que las 
Cros y pueden distinguirse de ellas no solamente por su 
атайо sino también por poseer sistemas membranosos in- 
ltacitoplasmáticos así como núcleo (Figura 1422). Algunas le- 
vaduras poseen reproducción sexual por conjugación en la 

зе fusionan dos células. La célula resultante es un zigo- 
"a vendadero y de él emergen esporas sexuales por reducción 
оса, Ya se discutió en la Sección 14.6, el ciclo sexual de 

levadura tipica Saccharomyces (wase Figuras 148 y 14.9) 

Las levaduras prosperan típicamente en hábitat con azú- 

Оше», tales como frutos, flores y cortezas de los árboles. Un 
número vive simbionte con animales, especialmente 

os y algunas son patógenas para animales incluido el 
Моге (vénse Sección 27.7). La levadura más conocida es 
haromyces cerevisine (тазе el cuadro del Capítulo 5, Los 
la levadura). El hábitat ori 

1де estas levaduras son indudablemente las frutas y zu- 

bs de frutas, pero las levaduras comerciales de hoy en día 

а que ha sido 

inipulada por el hombre voluntaria o involuntariamente 

ante los últimos 7000 años. Fue el primer eucariota cuyo 
та se secuenció por vez primera (vénse Sección 15.6). 


в hongos incluyen los mohos y levaduras y como grupo dé 


de los protozoos en virtud de su р 
ción de esporas, с 
Las setas son estructuras, generalmente g 

fructíferos que contienen las basidiosporas 


d celular rígida, pro- 
rencia de movilidad y posición ilogené 


ndes y son los 


Gerevisiae. Nótese la división asexual por gemación (asi 
са) y cicatrices de gemaciones previas. El diámetro es de 8 pm. 


Crecimiento y división por gemación de Saccha- 
romyces cerevisiae observada al microscopio de contraste de fases. 
Nótese lo pronunciado del nucleo. El diámetro es aproximadamente 
бев ym. 


¿En qué difieren los mohos de las lecuduras? 


¿Qué es la quitina y cuál es su función en los hongos? 


¿En qué di 


en los conidios de las ascosporas? 


Hongos mucosos 
Géneros clave 


Dictyostelium 
Physarum 


Los hongos mucosos son microorganismos cucarióticos 
que poseen similitudes fenotípicas con hongos y protozo- 
оз. Como los primeros, pueden producir esporas у como 
los protozoos pueden moverse por superficies con un то 
vimiento flexible а modo de amebas (véanse Figuras 14.23- 
1425). Desde una perspectiva filogenética, los hongos 
mucosos son más antiguos que hongos y protozoos tales 
como los ciliados, pero más derivados que los flagelados 
(Figura 14.11). 

Los hongos mucosos pueden dividirse en dos grupos: 
los celulares (semejantes a amebas) y los acelulares, que son 
masas amorfas de protoplasma que llamamos plasmodios. 
Algunos hongos mucosos viven principalmente en mate- 
rial vegetal en descomposición, tales como restos de hojas, 
troncos, etc. (Figura 14.23). Su alimento suele ser otros mi- 
croorganismos, especialmente bacterias que ingieren por 
fagocitosis. Pueden mantenerse durante mucho tiempo en 


Hongos mucosas. Piasmodio de un hongo mucoso 
celular (Physarum creciendo sobre la superficie de agar. 
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fase vegetativa o, por diversas razones, desarrollar esporas 
que al germinar regeneran el estado ameboideo. 


Hongos mucosos acelulares 
En la fase vegetativa, hongos mucosos acelulares tales como 
Physarum existen como una masa protoplásmica de tama- 
ño indefinido (Figura 1423). Esta forma o plasmodio es mó- 
vil por movimiento ameboideo englobando por fagocitosis las 
rtículas de alimento a medida que se mueve. Este pecu- 
liar movimiento es el resultado de las corrientes citoplas- 
máticas que empujan contra un extremo del plasmodio que 
es menos viscoso y, lógicamente, la corriente sigue el ca- 
mino de mínima resistencia. Estas corrientes, como en el 
resto de microorganismos eucarióticos que las poseen, es- 
tán facilitadas por microfilamentos que forman una delga- 
da capa debajo de la membrana citoplasmática (Sección 14.4 
y Figura 14.1). En hongos mucosos acelulares, las corrien- 
tes citoplasmáticas forman unas bandas bien definidas y 
ada una rodeada de una delgada membrana citoplasmá- 
tica (Figura 14.23). Las corrientes en sí mismas son unos 
mecanismos de distribución celular de los metabolitos. 

El plasmodio de hongos mucosos (Figura 1423) es di 
ploide. A partir de esta masa protoplásmica, se produce un 
esporangio y esporas haploides. Bajo condiciones favora- 
bles las esporas germinan y producen una forma natatoria. 


La fusión de dos de estas formas regenera el plasmodio di- 
ploide (Figura 14.23). 


jum discoideum es un hongo mucoso celular q 
tiene un ciclo de vida muy característico en el que las с 
las vegetativas se agregan, migran como una masa y ev 
tualmente producen cuerpos fructíferos en los que las! 
células se diferencian y forman esporas (Figuras 14.24 
1425). А medida que sus células entran en fase de дер 
vación, se agregan para formar un seudoplasmodio, una 
tructura en la que las células pierden su individuali 


(CAMP) y una glicoproteína; ambos funcionan como аре 
tes quimiotácticos (vénse Sección 8.7). Aquellas células 
son las primeras en producir estos compuestos, sirven 
centros de atención de otras formas vegetativas lo que с 
duce a la formación de una masa que se mueve соо 
damente (Figura 14.24). 

A partir de esta masa, emerge un cuerpo fructí 
cuando cesa el movimiento de la misma y se pone en 
ción vertical (Figuras 14.24 y 14.25). El cuerpo fructíf 
consta de dos partes un pedúnculo y una cabeza. Las об 
las en la parte delantera de la masa se diferencian en 


Véase Figura 14.25 para el tamaño de estas estructuras. 


Micrografías de varios estadios del ciclo biológico del hongo mucoso Diciyosteliur discoideum. (a) Amebas en estado 
байо. Nótese la forma iregular y la ausencia de orientación. (b) Amebas agregantes. Nótese la forma regular y la orientación. Las células se 
ven en corientes en una dirección. (с) Amebas agregantes observadas a baja resolución. (d) Migración de seudoplasmodios moviéndose: 
superficie del agar dejando pistas de moco tras de si. (e, | Cuerpo fructífera en estadio temprano de desarrollo. (g) Cuerpos fructeros 
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ШЕ енне 
cuerpo Iuctficante en el hongo mucoso 
Dictyostelium discoideurn. (A-C) agregación 
elas amebas: (0-0) migración del cuerpo 
formado por las amebas; (H-L) Culminación. 
y formación del cuerpo fructilicante; (М) 
Cuerpo fructitero maduro. El cuerpo Irc 
cante contione esporas capaces de regene- 
rar las cêlulas vegetatwas y empezar de nue- 
Voa cicio vital 


Longitud (mm) 


dûnculo y las de la parte trasera en esporas. Las células que 
же diferencian en pedúnculo comienzan a producir celulo- 

Eê ia rigidez al sistema. En la maduración dela cabe- 
2а, las esporas se liberan y se dispersan. Cada espora 

ina y regenera una ameba. 

El ciclo del cuerpo fructificante y formación de esporas de 
Dictyostelium es un proceso asexual. Sin embargo, se pueden 
producir también esporas sexuales o macrocístos, Los macro- 
tos se forman de agregados de amebas que quedan ence- 

los en una pared celulósica, Siguiendo la conjugación de 
dos amebas, se desarrolla una más grande que procede a fa- 
tar al resto de las amebas. En este punto, se forma una 
pared celulósica alrededor de la ameba gigante ori- 
ido así el macrocisto que puede permanecer durmien- 
durante largos periodos de tiempo. Eventualmente, el 
leo diploide sufre meiosis para formar núcleos haploi- 
que se integran en las nuevas amebas que, una vez más, 

el crecimiento vegetativo (Figura 14.24). 


14.10 Revisión de conceptos 


hongos mucosos acelulares son masas amorfas protoplás- 
а que los celulares sc misak de ir 
que se agregan para formar cuerpos fructíferos y esporas. 


¿En qué se parecen los hongos mucosos a los hongos y en 
qué a los protozoos? 
¿Qué es un macrocisto? 


algas constituyen un grupo diverso de organismos eu- 
óticos que contienen clorofila y llevan a cabo la fotosín- 
охідёпіса (vénse Sección 17.5 y Figuras 14.26 y 14.27). 


No deben confundirse con las cianobacterias, que también 
producen oxígeno en la fotosíntesis pero que son Bacteria y, 
por tanto, evolutivamente muy diferentes de las algas (Sec- 
ción 1226). Aunque la mayoría de las algas son de tamaño 
microscópico y, por tanto, son microorganismos, algunas 
son macroscópicas, e incluso, pueden llegar a medir 30 m 
de longitud como ocurre con las laminarias. 


Diversidad algal 

Las algas son о bien unicelulares (Figura 14.264 y с) o colo- 
niales; las últimas forman agregados (Figura 14.260), mien- 
tras que si las células están agregadas extremo con extremo. 
se dice que son filamentosas (Figura 14.264) Entre las for- 
mas filamentosas aparecen filamentos sin ramificaciones y 
filamentos con una intricada ramificación. Contienen clo- 
rofila y, por ello, la mayoría son de color verde, Sin embar- 
go, algunas aparecen de color marrón о rojo debido а la 
presencia de xantofilas que enmascaran el color verde. Las 
algas contienen uno о más cloroplastos que, como se sabe, 
encierran los pigmentos fotosintéticos (обаве Sección 14.3). 
А menudo, los cloroplastos pueden ser reconocidos con la 
ayuda del microscopio dentro del citoplasma, precisamen- 
te por poseer color verde (Figura 14.26). Las características 
generales estructurales de los cloroplastos se recogen en la 
Sección 14.3 y su filogenia en las Secciones 1227 y 144. 

El examen de la Figura 14.11 muestra que las algas cons- 
tituyen un grupo filogenético heterogéneo. Aunque las algas 
verdes (Chlorophyta, Tabla 14.3) y en menor medida las ro- 
jas (Rhodophyta, Tabla 14.3) están bastante relacionadas con 
las plantas vendes. Otros grupos como es el de las diatomeas 
o las pardas constituyen linajes antiguos dentro de las algas 
(Figura 14.11). Las euglenas (Figura 142270) están incluso 
menos derivadas y, como se ha indicado antes, están rela- 
cionadas con los protozoos flagelados. De hecho, las células 
Че Euglena pueden perder espontáneamente su cloroplasto 
y existir estrictamente сото un quimioorganotrofo (véase 
Sección 148). Las algas rojas (Figura 14.270) son interesan- 
tes en el sentido de que sus cloroplastos contienen ficobili- 
troteinas, el principal pigmento de cianobacterias (véase 
Sección 17.3). No es por tanto de extrañar que el cloroplas- 
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а) 


© 


БЕЈ Micrograñas de algas verdes representativas. (а) Micrastorias. Сада aislada. (6) Colonia de Voivox con un gran número 
(9 Scenedesmus. Paquetes de cuatro células. (d) Spirogyra. Nótese el cloroplasto өп forma de espiral 


TABLA 14.3 


Chlorophyta  Algas verdes — Unicelularcon — Clorofilas Chlamydomonas Almidón; 
ramificaciones: пуй (0-1 4-glucano), 
Euglenophyta"— Euglenoides — Unicelular Cormfilas Euglena Paramilón No Agua dulce 
flagelados ayb (6:12glucano) 
Dinoflagellata— Оой Unicelular Clorfilas  Gonyauiar Almidón Celulosa Marinas 
flagelados аус, Pisteria (a-14-glucano) 
Chrysophyta  Diatomeas,  Unicelular Corofilas Ма ире Dos Agua duket, 
algas pardas ayc componentes marinas, 
superpuestos suelos 
de silice 
Phaeophyta  Algas pandas Filamentosascon Clorofilas Laminaria Laminarina Celulosa Marinas 
ramificaciones aye, (81 3-glucano), 
grandes xantofilas matrinol 
y parecidas 
las plantas 
Rhodophyta Algasrojas  Unicelular, Собі Polysiphonia  Floridean Celulosa Marinas 
filamentosas con a y d, starch (9145 
ramificaciones  ficocianina, and a16 
fcoeritrina glucan) 


Este grupo también se considera en los protozoos (use Seción 148) 


1411 = ALGAS = 489 


е 


Aigas no pertenecientes a Chlorophyta. (a-b) Micrograñas de campo claro, (А) Euglena, un miembro de Euglenophyta. Б) Poy- 
Shona, un aiga roja marina (Rhodophyta) que crece fja a la superficie de plantas marinas. (с- Micrografias de barrido, (c) Frúsula de la diato- 
ia marina Nizschia mostrando simetria pinada. (d) Роза de la diatomea marina Thalassiosira mostrando simetria radial. е) Frústula de la 
Gomes marina Astenlampra mostrando simetria radial. () Dmofageiado Omthocercus magnificus. La cêlula propiamente dicha corresponde 


ala parte central globulosa; las estructuras de omamentación se denominan listas. 
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to de las algas rojas, por supuesto un endosimbionte (nse 
Sección 14.4), muestre fuertes afinidades filogenéticas con 
las cianobacterias (vénse Sección 12.25); su hospedador, por 
el contrario, forma un linaje distinto dentro de Eukarya (Fi- 
gura 14.11) 

Los dinoflagelados son algas marinas filogenéticamente 
muy relacionados con los protozoos ciliados. Algunos son 
de vida libre (Figura 14.27), mientras que otros llevan una 
vida simbiótica con animales coralinos proporcionándoles, 
a cambio de cobijo, carbono fijado por su aparato fotosin- 
tético. 


Dinoflagelados tóxicos 
Los dinoflags 


los tales como Gonyaulax (Figura 14.27c) 
ente en suspensiones densas de color rojo 
debido a las xantofilas presentes en el organismo. Éstas con- 
uran las clásicas «mareas rojas» (Figura 14.280) que oca: 
Imente se desarrollan en aguas templadas, usualmen- 
te contaminadas de la costa y asociada con mortandad de 
peces e intoxicación humana después de comer alimentos 
del mar contaminados. La intoxicación es debida a una po- 
tente neurotoxina paralizante y destructora de la рй 
ч originan áreas del pez donde la piel ha dey 
do, е incluso, se ha perdido por completo, pe 
desarrollo de bacterias oportus 
сез muertos por P. piscicida зіл 
Pfiesteria, que en sí 


lesion 


itiendo 
stas (Figura 14.280). Los pe 
dea to al 
no es un saprofito. Se со 
20 diferentes estados en el ciclo biológico de Pfiesteria, uno de 
los cuales que es la espora tóxica, parece que es capaz de pro- 
ducir la enfermedad. Parece que de alguna manera la pre- 
sencia del pez dispara la formación de la espora tóxica. P. 
piscicida puede producir grandes mortandades de peces y 
así, por 1 millones de peces en 
ип brote en el estuario de Nuese (Carolina del Norte) en 1991 
y otras que ha habido en la costa Atlántica de USA, se sos 
pecha que ha sido producida por la misma enfermedad. 
También los humanos pueden sufrir patologías por P. 
cluyen problemas respiratorios, dolores 
de cabeza, dolores de las articulaciones y musculares, des- 
orientación y pérdida de memoria. Como se indicó antes, 
en otras intoxicaciones por dinoflagelados (tales como Gon: 
yaulax), la enfermedad se produce por entrar en contacto 
соп aguas contaminadas o consumir marisco moluscos 
también contaminados por el dinoflagelado. En el caso de 
P. piscicida produce una neurotoxina volátil que puede pro- 
ducir intoxicación, incluso cuando no ha existido contacto 
directo con los objetos contaminados. Pfisteria es, por tan- 
to, un alga muy interesante cuya ecología puede ligarse 
más a un ser patógeno de peces que como а un fototrofo. 


хеп más de 


jemplo, causó 


piscicida. Éstas 


Pigmentos, metabolismo energético 

y polímeros reversos 

Se usan diversas características para clasificar las algas, in 
cluyendo la naturaleza de las clorofilas, los polímeros car- 
bonados que utilizan como reserva, la estructura de la pared 
celular y el tipo de movilidad. Todas las algas contienen 
clorofila a. Algunas, sin embargo, contienen trazas de otras 
clorofilas derivadas de ella. Esto es característico de gru 
pos algales. La distribución de las clorofilas y de otros pig 
mentos fotosintéticos en algas se resume en la Tabla 143. 


b) 


© 


CERLE A аў Foiograiia де una тате. 
roja» causada por ө crecimiento masivo de dinoflagelados tóxicos шев 
сото Gonyaulax, La toxina es excrtada en el agua y también ве ac 
та en os moluscos que consumen los dinoflagelados. La toxina тё 
tene efecto para los moluscos pero es venenosa para peces y huma 
пов. (oc) Priesteris tónica. (o) Microgratia de barrido де una espora de 
Р. Piscicida. (c) Pez muero por acción de Р. Piscicida. Nótese las le- 
siones que afectan a la masa muscular де animal 
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Todas llevan a cabo la fotosíntesis oxigénica utilizando 
el agua como donador de electrones (Sección 17.5). Mu- 
chas son fototrofas obligadas y, por tanto, son incapaces 
Че crecer en la oscuridad con sustratos carbonados org 
únicos. Sin embargo, algunas especies pueden hacerlo y ca- 
Борга azúcares sencillos y ácidos orgánicos en la 
oscuridad. Uno de los más comunes es el acetato, que pue- 
Че ser usado como única fuente de carbono y energía por 
muchos flagelados y clorofitas. Además, algunas algas pue 
деп asimilar compuestos orgánicos simples en presencia 
Че luz (fotoheterotrofia; Secciones 17.1 y 17.4) pero по pue- 
Чеп utilizarlos como fuente de energía. 

Una de las características clave utilizadas para la clasi- 
licación de algas, es la naturaleza de los polímeros de re- 
вета que se sintetizan como resultado de la fotosíntesis. 
las algas de la división Chlorophyta producen almidón 
la 4D-glucosa) de estructura semejante a la de plantas 
Superiores. Por el contrario, las algas de otros grupos pro- 
исеп sustancias muy diversas (véase Tabla 14.3) 


Las paredes celulares de las algas 
Как араз muestran una considerable variación en cuanto а 
Ia estructura y química de sus paredes celulares. En mu- 
hos casos la pared celular está compuesta de fibras de ce 
йа, р 
Piros polisacáridos tales cor 
cidos algín 
hist fortalecida por deposición de carbonato cálcico, estas 
Normas, a menudo, se las conoce como «calcán 
йө». Otras veces, es la quiti 
(жатпа, véase Figura 3.5) la responsable de dar rigidez 
Mos cuglenvides с, pared celu 

Ê las diatomeas (Figura 14.27 с.е), la pared с 
rimada de silicio al que se añaden proteínas y polisacári 
Mos. Incluso después de la muerte se m 
estos сара о frústulas. Permanecen intac 
ft largos periodos de tiempo y constituyen una excelente 
ente de fósiles. Así se sabe que las diatomeas aparec 
Îî hace unos 200 millones de años. Las diatomeas mues 
ran simetría en sus frústulas; pueden ser pinnadas (Figura 
HAZ) о radiales (Figura 14.274, e). 

Las paredes celulares de las algas conti 
Бл que permiten el peso de sustancias de bajo peso 
olecular, tales como agua, iones inorgánicos, gases y nu 

les necesarios para el metabolismo. Рог ello, la fago- 
був es imposible y, en este sentido, las algas difieren de 

protozoos y hongos mucosos. 


por la adición de 
o xilano, pect 
En algunas algas, la pared 


еп intactos 


en, poros de 


y ecología de las algas 
luchas algas son móviles mediante flagelos, sin embar- 
| carecen de cilios. Formas simples, flagelada: 
lena (vase Figura 14.273) tienen un flagelo polar, mien- 
в que los miembros típicos de las clorofilas tienen de 

а cuatro, también polares. Los dinoflagelados (Figura 
J) tienen dos flagelos de diferente longitud y con di 
йез puntos de inserción en la célula. El flagelo lateral 
insertado lateralmente, mientras que el longitudinal se 
fina de un surco lateral. En otros casos, las algas son in- 
viles en su fase vegetativa pero forman gametos movi 
¡durante la reproducción sexual. 


Las algas abundan en hábitat acuáticos tanto dulces 
como salados. También se encuentran en hábitat artificiales 
сото peceras о piscinas. También son comunes en el suelo; 
algunas especies sobreviven en medios secos (Sección 6.12) 
así como en hábitat acídicos, Por debajo de pHs 4-5, las cia- 
obacterias no pueden crecer; de modo que ciertas algas son 
los únicos microorganismos fotosintéticos oxigénicos, 


Comunidades algales endolíticas 
Algunas algas son capaces de crecer dentro de las rocas 
ın las que contienen cuarzo (Figura 14.290) 
y suelen encontrarse en capas cerca de la superficie de la 
roca. Las comunidades endolíticas fototróficas son comu: 
nes en lugares secos como son los desiertos o muy fríos 
no en el Antártico (Figura 14.294), Por ejemplo, en los 
valles secos antárticos donde la temperatura y humedad 
son extremadamente bajas, la vida dentro de una roca pue- 
de tener grandes ventajas. Se calientan con el sol y el 
se va infiltrando en ellas. Las algas utilizarán esta agua 


porosas, como 


e 


ТЕТЕ] cinovactonas endoiicas. (a) Merografa de una 
roca de Makhtesh Gadol, Desierto de Negev (Israel) mostrando una 
сара de células de Chrococcoidiopsis aisladas de una roca arenisca en 
el desierto de Negev 
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como fuente de humedad cuando el exterior de la roca 
muestre temperaturas extremas. 

Existe una gran variedad de microorganismos fototrópi- 
cos que pueden formar comunidades endolíticas, incluyen- 
do las cianobacterias (Figura 14.29b) y varias algas verdes. 
Además de los fototrofos de vida libre, las algas verdes y cia- 
nobacterias coexisten con hongos como líquenes (Sección 
19.20). El metabolismo de estas comunidades endolíticas fa- 
vorecen el desarrollo de microgrietas por donde se infiltra 
más agua que, al congelarse у descongelarse, produce even- 
tualmente su fractura. 


Preguntas de repaso 


Y 14.11 Revisión de conceptos 

Las algas son Eukarya fototrópicos que contienen pigmentos fo- 
tosintéticos dentro del cloroplasto. 

Y ¿En qué difieren las algas de las cianobacterias? 

Z ¿Qué es inusual de las algas rojas? 

/ ¿Cuál es el hábitat primario de las algas? 


1. Indique al menos tres características de las células eu- 
carióticas que claramente las diferencie de las proca- 
rióticas. 

2. ¿En qué se parecen y diferencian estructutalmente las 
mitocondrias y los hidrogenosomas? ¿En qué difieren 
metabólicamente? 

3. ¿Qué nos indica el hecho de que un antibiótico como 
la estreptomicina bloquee la síntesis proteica en orgá- 
nulos en relación con Bacteria? 

4. ¿Cuáles son las diferencias químicas entre microflamen- 
los y microtibulos? ¿Realmente están ausentes estas es- 

tructuras en los procariotas? (Revisar la Sección 6.1). 

Compare y contraste los procesos de mitosis y meiosis 

¿Qué proceso es absolutamente necesario para el cre- 

cimiento de Saccharomyces cerevisiae y por qué? 


Ejercicios prácticos 


6. ¿Cómo se determina el tipo sexual en una levadura? 

7. ¿Cuáles son los nombres comunes de alguno de los 
grupos mayoritarios de los protozoos? 

8. Compare y contraste los protozoos con los hongos, in- 
dicando al menos dos formas que los separan. ¿Cuál 
de estos grupos se parece más а los hongos mucosos 
y por qué? 

9. ¿Cuáles son las principales diferencias entre Physarum 
y Dictyostelium? 

10, ¿Cuáles son algunas características poco habituales de 
los dinoflagelados? 

11. Examine la Figura 14290. ¿Por qué está la zona de cre- 
cimiento muy cerca de la superficie de la roca? (Pista: 
piense en el metabolismo de una cianobacteria, es muy 
semejante al de una alga verde). 


1. Si los orgánulos como las mitocondrias y cloroplastos 
hubiesen sido originariamente células ewcarióticas, ¿en 
qué diferirían las propiedades moleculares indicadas 
en la Sección 4.57 


2. En el capitulo siguiente aprenderá que los genomas 
delas células eucarióticas son, en general, mucho ma- 
yores que los de células procaríóticas. Indique tres ra- 
zones de por qué. 
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Bioinformática us de computadoras para 
analizar, guardar y acceder secuencias de 
DNA y proteínas 

Crómosomas artificiales vectores de lo- 
nación que puesten llevar grandes insertos 
Че DNA heterólogo y que permanecen en 
la célula como sl fuese un cromosoma ex 
tra. Los más utilizados son los bacterianos 
(ВАС) y los de levaduras (YAC). 

Edición de RNA modificación del transcrito 
de RNA, diferente al procesado normal de 
RNA, para llegar a una molécula total- 
mente funcional 

Familia génica penis racionados por sus 
cuencia con otros genes del mismo orga 


Genoma Todos los genes de una célula o vi- 


mus 

Genómica disciplina que implica el mapeo, 
secuenciación y análisis de genomas 

in silicio uso de computadoras para levar a 
cabo análisis sofisticados 

Marco de lectura abierta (ORF) uns => 
cuencia de DNA que al ser transcrita ongi- 
па una proteina de comporción definida 
Un marco funcional е el que codifica una 
proteina celular 

Ortótogoa genes que se encuentran en un or- 
anismo y que son similares а los de «tro 
organisme pero que diheren por el propio 
proceso de espectación (véase también Pa- 
төө) 


Parálogos genes de un organismo cuya st- 
milaridad es el resultado de una duplica 
ción génica en algún punto de la evolución 
del organismo (véase también Онай) 

Proteoma c1 conjunto de proteinas de una 
«célula, tejido u organismoen un momento 
dado 

Proteómica estudio global en cl ámbito es- 
tructura у funcional de todas as proteínas 
de un organismo 

Transferencia horizontal de genes pr- 
sencia de un gen en un organismo prose 
dene de otr 


( ото se indicó en el Capítulo 10, a partir de la se- 

gunda mitad de la década de los 40, los científi- 
cos han estado utilizando diversas técnicas genéticas para 
estudiar los genes microbianos. Estos estudios implican el 
mapeo de genes así como su función y regulación. A co- 
mienzo de los años 70 había aumentado significativamen- 
telas técnicas de manipulación їп vitro del DNA (Secciones 
10.12-10.18), Mientras que los científicos individualmente 
han estado centrados en el estudio de pequeñas regiones 
de los genomas, e incluso, genes aislados, la meta última 
es el entendimiento del organismo completo. El potencial 
de la clonación molecular y de las técnicas de secuencia 
ción del DNA (véanse Secciones 10.13 y 10.14) creció tanto 
еп las últimas décadas que se ha hecho posible la secuen- 
ciación de genomas completos de los organismos vivos 
(vénse Sección 7.4). La palabra genómica se acuñó en la 
mitad de la дада de los 80 para describir la disciplina del 
mapeo, secuenciación y análisis de los geríómás. 

El primer genoma secuenciado fue el RNA del virus 
М52 de 3569 ribonucleótidos en 1976 (véase Sección 16.1). El 
primer genoma de DNA secuenciado fue el DNA monoca- 
tenario, de 5386 nucleótidos, del fago ФХ174 (Sección 1622), 
еп 1977, conseguido por el grupo liderado por Frederick 
Sanger (Sección 10.13). El primer genoma de una bacteria 
totalmente secuenciado fue el de Haemophilus influenzae con 
un tamaño de 1.830.137 pares de bases en 1995. Hacia la 
primavera del año 2000 se hizo público un borrador de la 
secuencia del genoma humano con unos 3000 millones de 
pares de bases. 

Мо hubiese sido posible levar a cabo esta ingente tarea 
sin el incremento en paralelo de la tecnología. Parte de esta 
mejora tecnológica fue la automatización de la secuencia- 
ción del DNA (Sección 10.13), Otro ha sido el desarrollo y 
uso de computadoras rápidas y fiables capaces de analizar 
grandes cantidades de información en lo que se denomina 


Bioinformática; En este capitulo discutirmos algunos ge 
nomas microbianos así como algunas técnicas utilizadas 
para su análisis. 


1 TÉCNICAS DE CLONACIÓN 
GENÓMICA 


La mayor parte de las técnicas en esta sección son modifi- 
caciones de las técnicas in vitro que se han analizado en el 
Capítulo 10. Los principios son os mismos, pero ahora el 
énfasis se pone en estudiar el genoma completo del orga- 
nismo. 


а. ۹ paras lonacien 


Anteriormente, ya se han indicado algunos vectores plas- 
mídicos y virales utilizados para la clonación molecular 
(Secciones 10.15 y 10.16). Aunque los vectores que se han in- 
dicado сото el pBR322 y los Charon derivados de lambda 
se han utilizado profusamente para el clonado y secuen- 
ciación, incluyendo análisis genómico, se han desarrollado 
otros mucho más específicos con fines concretos, Éstos in- 
cluyen el bacteriófago M13 y los cromosomas artificiales de 
bacterias y levaduras (BAC y YAC). 


Vectores derivados del bacteriófago M13 

M13 es un fago filamentoso con DNA monocatenario que 
replica sin matar a la bacteria (Sección 16.3). Los viriones se 
liberan por un proceso de gemación y es posible obtener. 
cultivos infectados que proporcionan una fuente continua 
del DNA fágico. Una característica importante es la de ser 
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'monocatenario. En el procedimiento de Sanger para la se- 
cuencia del DNA (Sección 10.13) se necesita DNA mono- 
Catenario y, por esta razón, el DNA clonado еп МІЗ pro- 
porciona una fuente idónea de este tipo de DNA. Por otra 
parto, el DNA monocatenario es muy útil como sonda para 
detectar otros ácidos nucleicos como es el caso del ensayo 
Southern (vénse Sección 10.12) 

Sin embargo, para usar el МІЗ como vehículo de clona- 
Чп se deben generar DNAs bicatenarios ya que las enzi- 
mas de restricción solamente funcionan sobre estos DNAs. 
Este DNA puede obtenerse de las células infectadas por- 
que el M13 se replica como forma bicatenaria (Sección 16.3). 

La mayor parte del genoma del MI3 silvestre contiene 
información vital para su replicación. Sin embargo, existe 


Múltiples sitios 
де clonación 


(a) M13mp18 


una pequeña región llamada «secuencia intergénica» que 
puede ser utilizada como zona de clonación. Se pueden clo- 
nar en él hasta 5 Kbp sin afectar significativamente a la via- 
bilidad del fago; a medida que aumenta el genoma, el fago 
se hace más largo. MI3mpl8 es un derivado de M13 en el 
que esta región intergénica se ha modificado para facilitar 
las labores de clonación. En la Figura 15.14, se muestra tal 
vector, 

Una modificación es la inserción de un fragmento fun- 
cional de lacZ, el gen de E.coli que codifica para la f-galac- 
tosidasa. Por tanto, las células infectadas con M13mp18 
pueden detectarse fácilmente por su color en placas (Figu- 
та 15.10). Este gen lacZ ha sido modificado con un peque- 
ño fragmento del DNA de 54 pb denominado múltiple sitio 


ватні 


o 


(6) Mapa parcial de M3mp18, un derivado de M13 construido para usarse como vector de clonación. El vector contiene el pro- 


lac y un gen, lacZ, que codifica una f-galactosidasa funcional. Al comienzo del gen existe un punto múltiple de clonación que con varios 
де restricción mantiene la fase de lectura. Se muestran los aminoácidos codificados por este fragmento (polylinker, en inglés). La mayo- 
¡delos fragmentos del DNA cionados en este lugar interrumpen el lacZ’ y abolen la actividad f-galactosidasa. (b) Una placa con calvas de lisis 
porel MI3mp18 sobre bacterias sensibles sobre un medio que contiene S-bromo-4-cloro-3-indol-$-0-galactopiranósido, denominado 
¡Cuando la -galactosidasa hidroliza el X-gal, ега el colorante azul insoluble. Muchas de estas calvas son azules, lo que indica la presencia 
¡vectores зіп DNA clonado. Muchas otras son incoloras, lo que indica que son recombinantes para el DNA foráneo insertado en el lacZ" que, 
anto, ha sido interrumpido. (с) Una ampliación de la figura anterior 


496 = Capítulo 15 * GENÓMICA MICROBI 


А 


de clonación (en inglés polylinker). Este lugar contiene varios 
sitios de restricción únicos que pueden ser utilizados para 
el clonaje en МІЗ. Este fragmento se inserta al principio de 
la secuencia codificante de lacZ. Además está en fase con 
un pequeño fragmento codificante para 18 aminoácidos 
qué no afectan a la actividad de la enzima. Sin embargo, la 
inserción adicional del DNA en el lugar de clonación inac- 
tiva el gen y los fagos responsables originan calvas de lisis 
sin color, con lo que es muy sencillo el identificar los clones 
positivos (Figura 15.1b y с). Construcciones semejantes se 
han desarrollado con los fagos lamboides y plásmidos. 


Uso de M13 en clonación molecular 

Para clonar DNA en vectores M13, el DNA replicativo bi- 
catenario se aisla del hospedador infectado y se trata con 
una enzima de restricción. El DNA foráneo, también bica- 
tenario, se trata con la misma enzima de restricción. Des- 
pués de ligarse se obtienen moléculas bicatenarias de МІЗ 
que contienen el DNA foráneo, Cuando estas moléculas se 
introducen en la célula por transformación, se replican y 
еп su momento producen partículas maduras de bacterió- 
fago que contienen moléculas de DNA monocatenario. En 
el fago maduro sólo se empaqueta una cadena de DNA. 
Cuál de las dos cadenas foráneas queda contenida en el 
fago maduro depende de la orientación en que se insertara 
la cadena. Como el DNA foráneo puede insertarse (en mo- 
léculas de fago separadas) en cualquier orientación, ambas 
cadenas pueden clonarse, 

EL DNA monocatenario de M13 recombinante puede 
ahora utilizarse para secuenciar todo el DNA. Como se co- 
посе la secuencia de bases donde el DNA heterólogo se ha 
insertado, es posible utilizar oligonucleótidos sintéticos 
como primeros y complementarios a esta región y así de- 
terminar toda la secuencia del DNA recombinante inserta- 
do en dirección 3". Los derivados de M13 han sido muy 
útiles para secuenciar incluso fragmentos largos de DNA 
tanto de genomas virales como procarióticos. 


artificiales 

Los vector como el МІЗ о plásmidos que pueden mante- 
ner hasta 2 kb de DNA clonado son adecuados para hacer 
genotecas (Sección 10.14) o llevar a cabo tareas de secuen- 
ciación en procariotas. A veces se puedén usar vectores 
lambda que pueden albergar hasta 20 kb o mås (Sección 
10.16). Sin embargo, a medida que aumenta el tamaño del 
genoma para ser secuenciado así lo hará el número de clo- 
nes necesarios para obtener la secuencia completa. Por ello, 
para realizar genotecas de eucarióticos o 
eucariotas superiores es muy útil la utilización de vectores 
que porten segmentos muy grandes del DNA heterólogo. 
Éstos vectores se denominan cromosomas artificiales. 

En Bacteria existen con mucha frecuencia grandes plás- 
midos que replican muy establemente (Sección 7.4). Uno 
de estos plásmidos es el Е de Echerichia coli (Sección 10.8). 
De él ocurren derivados naturales llamados plásmidos F 

pueden portar grandes fragmentos del DNA (Sección 
109). El plásmido F ha sido usado para construir vectores 
de estas características y que se denominan cromosomas 
artificiales bacterianos (CAB; BAC en inglés). El BAC que 
se muestra en la Figura 152 es de 6,7 Kb en lugar de los 


Pts 


cat 


repE 


IES Maca genético de un cromosoma artificial bactorar. 
no. Los BACs derivan del plásmido F de E Coll. El que se representa. 
aqui es de 6.7 Kb. En la parte superior del mapa está el punto de cio- 
nación que contiene varios puntos de restricción. El gen са! confiere re- 
sistencia a clorantenicol. Los otros genes indicados están implicados. 
өл la replicación del plásmido. En el plásmido Р original (99.2 kb) es- 
tos genes (Figura 10.17) están localizados өп una región relativamate. 
compacta. Por tanto, los BACs contienen solamente una poqueña frac- 
ción del plásmido de fertildad. 


99,2 kb del plásmido F. Solamente contiene algunos genes 
de F, incluyendo oriS y repE que son necesarios para la repli- 
cación y sopA y sopB que mantienen bajo el número de co- 
pias del plásmido (Sección 10.8). Insertado en el plásmido 
está el gen cıt que confiere resistencia a cloranfenicol y un 
lugar de clonación con diversas dianas de restricción. En 
este tipo de plásmidos, se pueden insertar y mantener es- 
tablemente hasta 300 kb. El hospedador normalmente es 
E coli соп los sistemas de restricción y modificación altera- 
dos (Sección 9.6). A menudo, la сера es defectiva también 
en rutas de recombinación (Sección 10,5), Ello previene la 
recombinación y reordenamiento del DNA clonado, 

El término cromosoma artificial no emergió con bacte- 
rias sino con el desarrollo de este tipo de vectores para le- 
vaduras: cromosomas artificiales de levaduras (YAC en 
inglés). Estos vectores fueron diseñados para que se repli- 
casen como cromosomas normales; contienen un origen de 
replicación, telómeros (Sección 7.7) y un centrómero, con lo que 
segregan como cromosomas nucleares normales durante la 
mitosis, También contienen un lugar de clonación y un gen 
о marcador de selección para después de la transformación. 
La Figura 153 muestra un diagrama de un vector YAC ti- 
pico en el que se ha clonado un segmento del DNA heteró- 
logo. Los vectores tipo YAC son en sí mismos de solamente 
10 kb pero pueden aceptar DNA entre 200-800 kb. Después 
de identificar una región particular, ésta puede ser subclo- 
nada en un plásmido a fago para un análisis más detallado 
о estudio de secuencia. Aunque los YAC pueden albergar 
segmentos del DNA más grandes que los BAC, existen ma- 
yores problemas con su recombinación y reordenamiento 
del DNA clonado en levaduras que en E.coli; por ello, se 
utilizan más profusamente los BAC para este tipo de fines. 
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200-800 kpb y el vector de 10 kpb. 


15.1 Revisión de conceptos 


struido vectores de clonación muy útiles para la se- 

ın de genomas completos. Algunos, como los беті 
dos de M13, son útiles para secuenciar el ОМА. Otros, como los 
llamados cromosomas artificiales, lo son para clonar grandes 
“segmentos del ОМА de cerca de una megabase. 


/ ¿Qué propiedad del M13 le hace útil para la secuenciación 
del DNA? 

ЧА. El cromosoma artificial de levaduras (YAC) se comporta 
сото un minicromosoma.¿Qué es lo que lo hace posible? 


EEE Ctonación y mapas genómicos 


El análisis de un genoma comienza con la clonación mole- 
cular de fragmentos de su DNA (Sección 10.14) y la realiza 
ûn de su secuencia (Sección 10.13). Sin embargo, la meto- 
dologia puede ser muy diferente cuando se trata de obtener 
lla secuencia completa del genoma de un organismo dado y 
fo simplemente de una pequeña región de DNA. Al igual 
gue los métodos pueden diferir cuando el objetivo es la ob- 
елап de un producto génico específico. 


Clonación directa del DNA bacteriano 

Un método para secuenciar un genoma completo consiste 
¡desarrollar una librería genómica ordenada de fragmentos 

оинно y solapados denominados contigs y mapear fisi 

mente estos clones utilizando endonucleasas de restricción 


(que también guían el proceso de clonación) y entonces se- 
Заг el ОМА clonado. Para el juego original de clones 
puede utilizar el fago. A partir de ellos se producirán 
lones más pequeños en fagos como el МІЗ con los que 
producirá la secuencia original. (Las reacciones típicas 


de secuencia dan alrededor de 500 nucleótidos mientras 
puede empaquetar muchas kilobases de DNA clona- 

j) La construcción de mapas de restricción y el ordenado 
¡dones en una librería genómica es muy laboriosa y Ile- 

in embargo, una vez conseguido tal or- 


йе sencillo. Cuando se secuencia siguiendo el mapa 
relativamente fácil determinar si hay saltos en la secuen- 
у donde tiene que colocarse la secuencia de un determi- 
clon en el mapa cromosómico completo. 
Otro método de secuenciación mucho menos ordenado 
sido posible con el advenimiento de los secuenciadores 


Diagrama de un cromosoma artificial de levaduras (YAC) con un fragmento foráneo de DNA. Este fragmento fue cionado en el 
iio Noll Los telómeros están marcados como TEL y el cantrómero como CEN. El origen de replicación está marcado сото ARS (Secuencia de 
aplicación Autónoma). El дөп utilizado para la selección fue el ОВАЗ. La célula receptora tiene una mutación de modo que requiere uracil para 
оов (ев Ura ). Las células que contienen al YAC se hacen por tanto Ura’. El dibujo no está a escala; el inserto de DNA sería normalmente de- 


directamente y secuenciar aleatoriamente los clones, De esta 
forma, los clones se secuencian sin conocer el orden o la 
orientación del DNA clonado, o, incluso si se һа secuencia- 
Чо ya la región. La secuencia resultante se analiza por com- 
putadora y es ésta la que busca las secuencias solapadas 
hasta construir la secuencia completa del organismo. Para 
asegurar que se obtienen todas las secuencias (esencialmen- 
te es un proceso estadístico) es importante secuenciar un ele- 
vado número de clones, muchos de los cuales serán idénticos 
o casi idénticos. Normalmente hay de 7 a 10 secuencias re- 
petidas de una región dada del genoma. Al mismo tiempo, 
eslo elimina el error de secuencia basado en una sola lectura. 

Para utilizar esta modalidad de secuencia es necesario 
que la clonación en sí misma sea eficiente (uno necesita un 
elevado número de clones) y que el DN/ а insertar sea 
realmente un proceso totalmente aleatorio. La listribución de 
los puntos de restricción no es aleatoria, pero igiriendo par- 
cialmente con una enzima que reconozca sex Jencias cortas 
uno puede aproximarse a la digestión aleatoria. La ruptura 
mecánica genera fragmentos verdaderamente aleatorios. 

Una de las razones por la que llevó tanto tiempo descu- 
brir que el DNA era la base de la herencia en las células era 
porque las moléculas aisladas eran muy pequeñas y lo eran 
porque los enlaces fosfodiéster se rompen fácilmente por 
simple agitación mecánica u otras manipulaciones necesarias 
para su purificación. A partir de estas observaciones, se desa- 
rrollaron protocolos muy suaves para la recuperación del 
DNA de alto peso molecular. Ahora, sin embargo, los cientí- 
ficos se benefician de las fuerzas de cizalladura para generar 
fragmentos que se rompen al azar (es decir, sin especificidad. 
de secuencia) haciendo pasar el DNA por un nebulizador. 
Se trata de un mecanismo con una pequeña abertura que re- 
duce la solución a un aerosol y corta el DNA. Si es necesario, 
los fragmentos de DNA se pueden separar por tamaños me- 
diante una electroforesis en gel, para después ser clonados en 
un vector y transformados en un huésped. 

El procedimiento de aislar colonias puede automatizarse 
también haciendo más fácil el identificar y aislar aquellos clo- 
nes recombinantes. Esto puede hacerse por selección si el vec- 
tor contiene un marcador de resistencia a un antibiótico y el 
punto de clonación un gen que codifica para un producto le- 
tala no ser que sea interrumpido por el DNA insertado (Sec 
ción 10.15). Nótese que el sistema lacZ, сото en el caso de 
Jos vectores МІЗ (vénse Figura 15.1) hace más fácil el escruti- 
nio para plásmidos con insertos, pero no para su selección. 

La secuenciación automática moderna puede leer si- 
multáneamente un mismo fragmento (Figura 10.39). No 
obstante, a veces esta técnica deja vacios de secuencia, Para 
cubrirlos se puede recurrir a reacciones de PCR (Sección 
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10.17) sobre DNA total para buscar los fragmentos que se 
obviaron en la primera secuencia. 

Los científicos no están interesados en la secuencia en sí 
misma sino en los genes que contiene, en su función y, 
sobre todo, en su regulación. Por tanto, el siguiente paso 
en la consecución del genoma completo de cualquier orga- 
nismo es la identificación de regiones funcionales, proceso 
que se denomina anotación. 


Localización de posibles genes 

Note el lector que la mayor parte de los genes de un orga- 
nismo codifican proteínas у que en la mayoría de los ge- 
nomas microbianos la mayor parte de ellos están formados 
de secuencias codificantes. Debido a que los microorganis- 
mos tienen pocos intrones (y los procariotas casi ninguno), 
los genomas microbianos normalmente consisten de una 
secuencia interrumpida de marcos de lectura abierta (en 
inglés ОКР) (Sección 7.13). Un marco de éstos es aquel que 
codifica una proteína en la célula. Como se sabe, solamen- 
te algunas proteínas se han secuenciado de modo que des- 
pués de la secuencia se deja a la computadora la labor de 
localización de los marcos de lectura abierta. 

En la célula, los ribosomas toman conciencia de un mar- 
co de lectura abierta en un codón de iniciación (normal- 
mente AUG, Sección 7.13). El ribosoma entonces traduce 
todo el mensaje hasta uno de los codones de terminación 
(Sección 7.13), La identificación funcional de los marcos de 
lectura abierta es un poco más complejo, ya que los codo- 
nes de iniciación y/o terminación pueden presentarse dis- 
tríbuidos aleatoriamente y con una frecuencia razonable. 

Una buena pista para resolver la funcionalidad de un de- 
terminado marco de lectura abierto es el tamaño, La mayoría 
de las proteínas contienen 100 о más aminoácidos de modo 
que la mayor parte de los marcos funcionales tienen más de 
100 codones, Sin embargo, con esta filosofía en ciertos pro- 
cariotas uno puede perder funcionales muy relevan- 
tes, Debido a que la mayoría de los organismos muestran 
preferencia por determinados codones cuando existen codo- 
nes sinónimos, el análisis de uso de codones puede también 
ayudar para el análisis funcional de los marcos de lectura 
abierta, Recuerde también el lector que los ribosomas proca- 
ríóticos comienzan la traducción a cierta distancia (en direc- 
ción 5') de secuencias típicas de Shine-Dalgarno (Sección 
7.15). Por ello, la búsqueda de estas secuencias puede ayu- 
dar a este análisis funcional de los marcos de lectura abierta. 
La Figura 15.40 muestra un marco de lectura abierta típico, La 
Figura 15.40 recoge una región de genoma funcional que con- 
tiene secuencias codificantes en ambas bandas del ОМА, Por 
supuesto que algunos genes codifican para tRNAs y otros 
рага FRNAs que no son reconocidos por los programas que 
solamente buscan marcos de lectura abierta; son, sin embar- 
go, fácilmente reconocidos porque están altamente conser- 
vados en la evolución (Secciones 7.14 y 11.5-11.7). 

Un marco de lectura abierta será probablemente fun- 
cional si su secuencia es similar а otros de función seme- 
jante en otros organismos, (con idependencia de que codi- 
fiquen proteinas о no) о si una parte del marco de lectura 
posee una secuencia conocida y que codifica un dominio 
proteico determinado. Sería prácticamente imposible Ie- 
gar a conocer el genoma funcional de un procariota senci- 
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EEIE iociacón de postes mars де locura abra 
funcionales (a) La secuencia que зе muestra desd una banda inclu: 
уе un stio potencial de Shine-Dalgarno (AGGA) separar да un codón 
де iniciación (ATG) por В bases. Las bases siguientes al собол de 1n- 
cación van seguidas de unos 100 соболев con sentido y uno de par. 
тада ШАА les el más habia). (o) La molécula де DNA con sl marca 
esero en (a) como Gen 1. Nótese que aguas ariba de este marco hay 
оп promoter y aguas abajo un terminador de ransertpción.Tamblan 
эе inchuye ene fragmento del DNA otro gen quo lene ls mismon com 
ponentes pero que sera transcrtto en sentido contrario. Las sacuencias 
де Shine-Dalgarno, codones de niclaión, codones con sentido y со. 
¿ones determinación funcionan solamente a nival del FINA: aqu sa. 
"muestran pares de Базов que codiican osas secuencias funcionales. 


Gen 1 


llo si no fuese por la inestimable ayuda de las computado- 
ras y programas específicos, Tanto es así que se ha acuña- 
do el termino in silicio, comparable a los más clásicos п vivo 
o in vitro, La Figura 15.5 muestra un mapa construido por 
computadora con la secuencia completa de Mycobacterium 
tuberculosis, agente causal de la tuberculosis (Sección 26.5), 
En este caso, se indican los marcos de lectura abierta así 
сото los genes que codifican tRNAs у rRNAs. 


/__ 15.2 Revisión de conceptos 


La clonación directa seguida de secuenciación aleatoria es un 
método utilizado para obtener la secuencia de genomas come 
pletos microbianos, Después de que dichas secuencias son en- 
sambladas por computadora, se buscan los marcos de lectura 
abiertos funcionales así como los genes de IRNAS y rRNAS en 
un proceso conocido como anotación. 


Y Para el análisis genómico, no hay que secuenciar directa 
mente a partir del DNA clonado en un fago L ¿Por qué no? 
4 ¿Qué es un marco de lectura abierto (ORF)? 


Ya han sido secuenciados muchos genomas microbia 
demasiados para ser tratados individualmente, En esta 
ción del capítulo nos centraremos en lo que nos indica 
análisis de estos genomas. 
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СГ Moa cromosómico de Mycobacterium tuberculosis. El 
culo más externo muestra el tamaño del cromosoma en Mb con un 
aro an el punto de origen бе replicación cel ОМА. Dentro de di hay un ari- 
lo nz, los genes {AINA y un орегба (naranja) rRNA. El ciclo siguiente 
muestra los marcos de lectura transcritos өп el sentido de las agujas del 
ма verde oscuro) y en sentido contrario a las agujas del reloj (verde 
бат), Debajo hay un círculo indicando la localización de algunos sie- 


mentos repetitivos del ОМА, incluyendo secuencias ө inserción (naranja). 


'B histograma del centro muestra contenido de GC por zonas. En amarlo, 
"Valores menores al 65% y өп naranja. superiores а esta сйга. La figura зо 
¿ganará con el software DNASTAR y se publicó en Mature 393:537-544 


(1908) © Macmilan Magazines Lid. (véanse Secciones 12.23 y 26.5) 


EEE] conomas procaríóticos 


Se han completado más de 100 genomas procarióticos y 
muchos otros están siendo completados. La Tabla 15.1 rè- 


toye 20 de éstos, tanto de Archaea como de Bacteria. (Algu- 


юв procariotas con los genomas completáfitente secuen- 
lados aparecen еп la Tabla 7.2.) Esta lista no responde al 
агаг como tampoco lo son los esfuerzos que están detrás 
Че cualquiera de estos programas. Aunque la secuencia- 
tión de un genoma procariótico es cada día más fácil y ru- 
тапа no deja de ser todavía un esfuerzo respetable y sin 
lugar a dudas existen importantes razones científicas y/o 
sociales para haber iniciado cualquiera de estos proyectos. 

Nótese que en la lista de la Tabla 15.1 se incluyen 9 pató- 
genos causantes de enfermedades en todo el Planeta. Los 
ъз hipertermófilos pueden tener mucha importancia en Bio- 
Ieenología pues sus enzimas son resistentes a la temperatu- 
a (Secciones 6,10, 10.17 y 13.11). De hecho, las necesidades 
de las industrias biomédicas y biotecnológicas han tenido y 
Menen importantes razones para generar interés en este tipo 
Че proyectos, Sin embargo, la lista también incluye micro- 
"unganismos como Bacilus subtilis y Escherichia coli que cons- 
thuyen sistemas genéticos ampliamente estudiados y utili- 


zados y Caulobucter crescentus, modelo de microorganismo 
соп profunda diferenciación celular (Sección 1216) 


Tamaño de los genomas procarióticos 

El análisis de los genomas nos permite contestar a más 
de una pregunta fundamental en Biología. Por ejemplo, el 
estudio de genomas pequeños como es el de Micoplasma 
genitalium y de M. pneumoniae muestra que los 470 mar- 
Cos de lectura abierta del primero se encuentran en el se- 
gundo. Buscando genes similares en otros organismos y 
determinando cuáles no son esenciales por mutagénesis 
transposonal (Sección 10.11), los científicos han llegado a 
la cuasi-certeza de que son suficientes entre 265 y 450 
nes codificantes de proteínas раға mantener una célula. 
Quizá algún día encontraremos o construiremos un or- 
ganismo соп un genoma tan pequeño, Note el lector que 
Methanococcus jannaschii (Secciones 13.4 y 17.7) es un 
autótrofo y contiene solamente 1738 marcos de lectura 
abierta. Esto le permite no solamente ser de vida libre, 
sino conseguir absolutamente todos sus productos celui- 
lares a partir del CO, (Sección 134). 

Мо ез coincidencia que la Tabla 15.1 recoja varios geno- 
mas pequeños. Las estrategias para su secuencia son mucho 
más simples que las de genomas grandes, por lo que al 
principio hubo un claro sesgo hacia tales genomas. Nótese 
que el genoma de М. genitalium es más pequeño que el de 
virus de Chlorella (Sección 16.6) y el Bacteriófago С (véase 
Sección 9.2), Sin embargo, la eubacteria Pseudomonas acru- 
ginosa tiene tantos marcos de lectura abierta como la leva- 
‘dura Saccharomyces cerevisiae (véase Sección 15.6). La bacteria 
Streptomyces coelicolor cuyo cromosoma lineal tiene 8 Mb 
posee 7846 marcos de lectura abíerta o lo que es lo mismo 
1800 más que S, cerevisiae. Algunos genomas procarióticos 
muy grandes, como es el caso de M. xanthus (9,5 Mb), по 
tán concluidos о no son accesibles públicamente, En resu- 
men, los procariotas poseen gemonas que oscilan desde el 
tamaño de virus grandes hasta el de eucariotas inferiores, 


Análisis genómico 

Sin la bioinformática no sería posible analizar y comparar 
los genomas. Uno de los primeros pasos consiste en com- 
parar la secuencia con la anteriormente encontrada para 
otros genomas. Esto nos ayuda a determinar la función gé 
nica y qué genes son indispensables para el organismo en 
cuestión. Uno podría imaginar que organismos como The 
ponema pallidum que son parásitos obligados (Sección 26.12) 
y podrían necesitar pocos genes de biosíntesis de aminoá- 
cidos ya que todos los que necesitan son aportados por el 
hospedador. De hecho esto es así en este protozoo, aunque 
sí posee genes capaces de degradar péptidos hasta sus ami- 
noácidos constituyentes. Por el contrario, E.coli tiene 131 
genes implicados en el metabolismo de los aminoácidos y 
В. subtilis, una bacteria del suelo, más de 200, 

Análisis comparativos como éste son útiles para la bús- 
queda de genes que codifican proteínas que presumible- 
mente den de existir por las propiedades que tenga el 
organismo en cuestión. Thermotoga maritima es un hiper- 
termófilo de sedimentos marinos calientes que es capaz 
de metabolizar una pléyade de diferentes azucares. La Fi- 
gura 15.6 representa algunas de las rutas bioquímicas y sis- 


Mycoplasma genital (B) 580070 
Mycoplasma pneumoniae (B) S634 
Borrelia burgdorferi (B) = 910725 
Chlamydia trachomatis (B) 1042519 


Rickettsia prowazekii (B) 
Treponema pallidum (B) 


Methamocaldocccus jannaschii (A) 
Helicobacter pylori (В) 

Pyrococcus horikoshi (A) 
Methanothermoba ter thermosutotraphicus (A) 
Thermotoga maritima (B) 

Archaeoglobus fulgidus (A) 

Staphylococcus aureus (B) 


Synechocystis sp. (B) 
Самолет crescentus (В) 
Bacillus subtilis (B) 
Mycobacterium tuberculosis (B) 
Escherichia coli (В) 
Pseudomonas acruyinosa (B) 


Streptomyces coelicolor (B) 


“A veces se encuentra а palabra spenarna usada para referire al cromosoma procariótico Mientras 
lector que genoma incluye toos los genes de un organo incluso de vinis y йе ріл, 


чт ss cn puede er muy pecto у poria ras sn атра 
Diurno contiene 17 elementa ыа RO Apo (Ia TSN a 


* Entre parénteis, siguiendo el nombre Latino, hay una А si эе tata де una Arcano o una B si es una cien 


m Genoma celular más pequeño conocido (Sección 1221) 

67 Саша neumonía (Sección 1221) 

=з Espiroqueta con cromosoma linear’. Causa enfermedad 
Че Lyme (Secciones 1233 y 274) 

= Parásito intracelular obligado, patógeno humano 
(Secciones 1227 y 26:13) 

кы Parásito intracelular obligado. Causa el tifus exantemático 
(Secciones 12.13 y 273) 

юп Espiroqueta, Causa la sifilis 
(Secciones 1233 y 26.12) 

1738 Metanógeno (Sección 134) 

1590 Causa úlceras pépticas (Sección 26.10) 

261 Hipertermófilo (Sección 13.10) 

155 Metanógeno (Sección 134) 

1877 Hipertermósilo (Sección 1236) 

2006 Hipertermófilo (Sección 137) 

293 Agente importante en infecciones nosocomiales 
(Sexciones 1219 y 287) 

ns Cianobactería (Sección 1225) 

3767 Cico celular complejo (Sección 12.16) 

noo Modelo genético de Gram positivos (Sección 1220) 

эм Causa tuberculosis (Secciones 1223 y 265) 

ans Modelo genético de Gram negativos (Sección 12.11) 

sm Metabólicamente versátil. Oportunista 
(Sección 127) 

Posee cromosoma linear. Productor de antibióticos 
(Sección 1224) 


an algunos casos емо puede ser coreo, cuerdo el 
TER aiganas ua eos dla piso mea 
abla del orante Sn embargo eto noe impar a Po ps Жин 


La información sube estos u tros genomas pueden encuntrarae en TIGR Microbial Database (ws, 
фору el Insituto de investigación genómica (TIGR). Rockville, MD, өп instituto мп mo de lucro. 
“Marcon de lectura abierta (ОКР) EI де indicarlo aquí es para predecir el numero total de proteinas que un organisma dado pueda codificar Por ello, 
la acotación residen lo quese considera un marco Je lectura abierta. Por puesta, e incluyen os рун que codifican emecidas, өн como aque 
¡ue coxifican proteinas де más de 10d residuos de aminodcidos. Bs marcom más pequeño no s incluyan ano se que prestan мини! col un pon deu Ona 
Mismo, o que el us de codes es el pico del organismo que se сме сот. 


ХААА ті) Una pagina web manteni: 


Todos los cromoscimas де esta tabla son circulares encrptc el de Hue hurgar: y el de Srptmpres ccoo 


temas de transporte de Tmaritima que han.sidordeducidas 
del análisis de su genoma. Como podría esperarse su ge- 
пота es rico en genes implicados en el transporte, parti- 
cularmente aquellos para carbohidratos y aminoácidos. 
Опа gran parte de su genoma (7%) está también implicado 
еп el metabolismo de azúcares simples y complejos. Todo 
ello sugiere que T. Marítima existe en un ambiente rico en 
materia orgánica. 

En la Tabla 15.2, se recoge información sobre la división 
de genes y sus actividades en procariotas. Información se- 
mejante está disponible para aquellos organismos cuyos 
genomas se han secuenciado hasta el día de la fecha. 

Aunque existen diferencias entre organismos, en la ma- 
yor parte de los casos el número de genes que han sido iden- 
tificados ronda el 60% de todos los marcos de lectura abierta 
(uno de estos marcos, cuyo producto no se parece a ningu- 
па proteína conocida, a menudo se la conoce como ШКЕ (del 
inglés Linidentified Reading Frame), pero no quiere decir 


todo ello, a medida que se vayan asignando funciones a 
URF se verá que la mayoría no son esenciales у 
oe AAA A EE А унер АЫ Ыра 2). 

una eubacteria típica irá disminuyendo (Tabla 15. 
РГ тунау saben pueda sr luz plo 
ecología de un determinado organismo. Por ejemplo, He 
cobacter pylori codifica proteínas que contienen el doble 
aminoácidos básicos como arginina y lisina (Sección 
que las proteínas de otras bacterias. Presumiblemente, 
ayuda a Н. pylori a sobrevivir en el ambiente ácido del 


Toma Uradio NH, Potasio kon Ма" 
б 


Resumen de las rutas metabólicas y sistemas de transporte de Thermotoga marftma, un miembro de Bacteria, La figura muestra. 


plano de las capacidades metabólicas de este organismo. Éstas incluyen algunas de las rutas productoras de energia y el metabolismo de cier- 

¡compuestos orgánicos así como las proteinas implicadas өп el transporte, que fueron identificadas a partir del análisis genómico, No ве reco- 

ві nombre de los genes. El genoma contiene varios lemas ABC de transporte (Sección 4.7). Hay 12 para carbohidratos, 14 para péptidos y 

y Otros para iones. Éstos se muestran como subunidades en la figura. Otras proteinas de transporte identificadas se indican como 

Se muestra el flagelo y el organismo posee 7 transductores (МСР) y diversos genes de quimictacticmo (che) (Sección 8:11) así como di- 

implicados en su ensamblaje (Sección 4.10). Se muestran también algunos aspectos del metabolismo de los azúcares. Esta figura está 
¡del trabajo publicado por el Instituto de Investigación Genómica (ПЯ). 


. Por otra parte, muchos de los genomas de pató- 
primarios сото por ejemplo Borrelia burgdorferi, 
erium tuberculosis y Treponema pallidum poseen fa- 
génicas no relacionadas implicadas en la variación 
¡génica que protegen al organismo frente al sistema in- 
o de los vertebrados. En B. burgdorferi estos genes 


localizados en los plásmidos. La información deriva- 
del análisis genómico puede ser crítica para el diseño 
nuevas estrategias que protejan al ser humano de los pa- 


La capacidad de comparar miles de genes ha dado 
fruto un incremento muy acentuado del conocimiento 


del metabolismo de los organismos. Sin embargo, existen 
lógicamente todavía preguntas que han de ser contestadas 
еп el futuro. Por ejemplo, no parece que haya reglas preci- 
sas que rijan el plegamiento de las que conduzcan 
a su termoestabilidad y que puedan deducirse del análisis 
genómico comparativo entre hipertermófilos y mesófilos, 


/__15.3 Revisión de conceptos 
Los genomas procarióticos secuenciados oscilan entre 0,58 y 87 
Mb. El más pequeño es del tamaño de un virus grande y el más 
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TABLA 15.2 
Metabolismo aa 
Estructural 55 
Transporte 109 
Regulación %5 
Traducción 45 
Transcripción 13 
Replicación. 27 
Otra conocida 35 
Desconocida 381 


* Para ol tamadun delos cromosomas de coda espect y número de marcos de lectura abierta өйне Tabla 15 1 


grande como el de un eucariota inferior. Muchos genes pueden 
identificarse por su similitud de secuencia con los de otros or- 
ganismos. Sin embargo, un gran porcentaje de genes secuen- 
ciados son todavía de función desconocida. La bioinformática no 
solamente ayuda a analizar los genes, sino también a caracteri- 
zar el tipo de metabolismo у la ecología de un organismo dado. 


4 Compare una ORF y una URF 


4 ¿Quétipo de información permite a uno hacer predicciones 
sobre el ecosistema de un organismo? 


| 15.4 | моіисібп у familias génicas 


Сото se indicó con anterioridad, la primera prioridad de 
la genómica es determinar el número y la función de los ge- 
nes en un organismo. Sin embargo, la genómica es algo 
más que contar los genes y quizá ayudarnos a entender 
cómo el organismo se adapta y vive en su entorno. La ge- 
nómica comparativa nos ayuda también a entender las 
relaciones evolutivas entre los diferentes organismos. Re- 
construir las relaciones evolutivas ayuda también a dis- 
tinguir las formas primigenias de vida y las formas deri- 
vadas de ellas. Todo ello ayudará а entenderlas formas 
primitivas de vida y a, eventualmente, entender cómo se 
generó la vida en la Tierra (Sección 11.1). 


Duplicación génica y familias génicas 

Cuando se describió el cromosoma de E. Coli (Sección 
10.19) se discutió el hecho de que contenía familias géni- 
саз, Esto es verdad para la mayoría de los organismos lis- 
tados en la Tabla 15.1. Aunque las familias génicas grandes 
noson la regla, la genómica comparativa muestra que mu- 
chos genes han surgido por duplicación de los existentes. 
Por ejemplo, el 47% de los genes de B.subtilis está rela- 
cionado con uno o más genes dentro del propio cromoso- 
та. Estos genes se denominan parálogos o genes cuya 
similitud es el resultado de una duplicación génica pro- 
ducida en algún momento de la evolución del organismo 
en cuestión. (Genes encontrados en un organismo que son 
similares а los de otro organismo, pero que difieren como 


199 146 
47 36 
70 73 
66 ào 
so 16 
15 26 
49 С 
52 54 

эм xo 


consecuencia de la especiación se denominan ortólogos) 
El estudio de los genes que poseen similaridad de se 
cuencia es una de las cuestiones más importantes y com 
plejas en la genómica comparativa. Como se disponen de 
secuencias de muchos procariotas, tales comparaciones 
pueden arrojar luz sobre acontecimientos tempranos 
tuvieron lugar en la diferenciación de las protocélulas. 
hecho interesante es que, y como era de esperar, a partir d 
los estudios de secuencia del rRNA (Capítulo 11), los 
nes de Archaea implicados en la replicación del DI 
transcripción y traducción están más relacionados con El 
karya que con Bacteria. Sin embargo, muchos de los otras 
genes están más relacionados con Bacteria. Todos estos 
sultadbs apoyan la idea sobre el origen de la vida que 
propuso basándose en la secuencia del rRNA (Sección: 
11,5) y sugiere que muchos genes en todos los organisme 
tienen raíces evolutivas comunes. 


Transferencia génica horizontal 
Los estudios evolutivos contemplan organismos ancestr 
les y acontecimientos que tuvieron lugar en tiempos preté 
ritos. La transferencia génica horizontal (lateral) es un procesa! 
que opera actualmente y que dificulta estos estudios evo 
Tutivos. Esta transferencia es cuando un organismo 
un gen de otro a veces muy distante evolutivamente. Pé 
ser detectable, la diferencia entre los organismos debe 
muy grande. Por ejemplo, se han descrito varios genes е 
Chlamydia (véase Sección 15.3) que claramente tienen un o 
gen eucariótico. La bacteria Thermotoga maritima posee: 
de 400 genes (equivalente a más del 20% de su g 
que son de origen arqueano y 81 de ellos forman артир 
mientos. Esto apoya la idea de que han sido adquiridos ho 
rizontalmente а partir de Archaea termofilicas que ocupaban 
el mismo nicho que Т. marítima y no a partir del desa 
evolutivo de un ancestro común. 

Dos de los organismos listados en la mencionada Tabla 
15.1 son patógenos intracelulares obligados, Chlamydia 
chomatis (Sección 1227) y Rickettsia prowazekii (Sección 12.13) 
Sus genomas carecen de genes cuyos productos simpl 
mente son aportados por las células hospedadoras y, 
tanto, son superfluos para ellos. Como se ha indicado, 


155 ® BÚSQUEDA Y UTILIZACIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÓMICA ® 503 


¡versos genes encontrados en С. trachomatis parece que son 
_el resultado de una transferencia horizontal de una fuente 
'pucariótica, Ésta es la situación contraria de genes nucleares 
l eucarióticos que han sido transferidos allí a partir del an- 
estro procariótico de la mitocondria (Sección 11.3). Rickett- 
sia está relacionada con las bacterias antecesoras de la 
mitocondria. De hecho, el genoma de R. Prouwzekii está su- 
riendo una reducción similar a la que sufrieron los genomas 
Лаз mitocondrias. Muchas de las funciones retenidas por 

tl genoma riquétsico se refieren al metabolismo energético 
воп precisamente las mantenidas muy fidedignamente 


Proumzekii по es codificante y éste es el porcentaje más 

Че todos los genomas procarióticos estudiados hasta la 

„ Deben de ser restos de genes que fueron у que están 

ıs genomas. 

Las consideraciones evolutivas tienen también un com- 

nte práctico. La capacidad de identificar genes como 

ióticos y, además, de procariotas patógenos puede 

ducirnos eventualmente a desarrollar agentes terapéu- 

cos extremadamente específicos y poderosos para su uso 
medicina clínica 


15.4 Revisión de conceptos 


¡genómica puede usarse para el estudio de la historia evolu- 
де un organismo dado. Los organismos a menudo contie 
familias génics iginaron por duplicaciones génicas 

сеп que son genes parálogos. Los organismos pueden ad- 

Benes de otros organismos por transferencia horizontal. 


Siseo 


Compare genes purálogos con los ortólogos. 
Describa un mecanismo por el que se pueda haber produ- 
cido transferencia génica horizontal en procariotas. 


¡proporciona información muy valiosa sobre el metabo- 
о y ecosistema de un organismo dado. A menudo, sin 
yo, el análisis indica que uno o más genes que debe- 
estar presentes no lo están. Esto indica que о bien el 
o utiliza una ruta nueva о que, al menos, existe 
paso bioquímico nuevo. Por tanto, es interesante bus 
una proteína que pueda llevar а cabo esta misión. 
La búsqueda en bases de datos que contengan la secuen- 
ба completa de organismos раға buscar un gen específico 
denomina búsqueda y utilización de la información ge- 
mica. El caso de la DNA polimerasa de Synechocystis 
stituye un buen ejemplo. 
Modas las bacterias contienen DNA polimerasa similar 
ADNA polimerasa Ш de E. Coli que es la principal enzima 
en la replicación del ОМА (Sección 7.6). Se trata de una en- 
muy compleja que contiene muchas subunidades di 
; la que cataliza la reacción polimerásica es la dnaE 
ue es producto del gen dnaE. Como las DNA polimerasas 
lán muy conservadas y son muy importantes para las cé 
uno tendería a predecir que cualquier bacteria tendría 


uno de estos genes con secuencias conservadas (gen ortó- 
logo con respecto al dnaF). Sin embargo, la minería genó- 
mica en el genoma de Synechocystis (Tabla 15.1) no indicó 
este resultado. En su lugar se encontraron dos marcos de 
lectura abierta (ORF) que si se combinaban daban un gen 
similar al mencionado dnaE, pero que en esta cianobacteria 
estaban separados рог 700 000 pb y localizados en bandas 
opuestas del DNA, lo que indicaban que se transcribían en 
direcciones contrarias. La pregunta era obvia: ¿podían es- 
tos dos marcos de lectura formar parte del gen dna£? 

Un cuidadoso análisis de secuencia reveló que, efecti- 
vamente, los dos marcos codificaban mitades complemen- 
tarias de una inteína, una proteína autoprocesante (véase 
procesamiento de proteínas en Capítulo 8). Estos dos mar- 
сов de lectura abierta fueron clonados y hoy se sabe que 
pueden ser transcritos y traducidos y formar un producto 
maduro de proteína dnaE (Figura 15.7) que funciona como 
DNA polimerasa. Es probable que esta reacción también se 
produzca en la célula Synechocystis. 

¿Por qué esta cianobacteria organiza el gen dnaE de esta 
manera? En este momento solamente pueden aventurarse 
hipótesis. Una de ellas implica economía en la regulación de 
la síntesis de un producto altamente necesario para la cé- 
ula. Como solamente hay algunas moléculas de proteína 
dnaE por célula (incluso en E.coli en crecimiento activo) es 
presumible que en un microorganismo de crecimiento muy 
lento, сото el caso que nos ocupa, el número de copias sea 
más bajo todavía y este particular modo de organización 
génica sea el idóneo para el metabolismo de la cianobacte- 
ria. Por otra parte, es posible que todo ello haya sido for- 
tuito en la evolución de Synechocystis y que este modelo se 


z a E meinas 
Proteina na ЫШ 


Е gen dna parido de Synechocystis. Los dos marcos 
де lectura se transcriben en sentido contrario como se indica por las fe- 
chas naranjas. Las proteinas de estos marcos de lectura contiene, cada. 
una, una inteina (nótese que la proteina del marco 2 (ORF2) ha sido pinta- 
да en la forma estándar es decir, del extremo amino hacia el сађокіо) 
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repita en otros procariotas. Conforme se vayan secuen- 
ciando más genomas veremos cuál de estas hipótesis es la 
correcta, En cualquier caso, es difícil imaginar cómo podría 
haberse descubierto este mecanismo si no hubiésemos sido 
capaces de escrutinizar todo el genoma de la cianobactería 
y,en definitiva, hacer minería genómica. Es casi seguro que 
еме tipo de actividad nos reportará muchas y buenas sor- 
presas еп el futuro, muchas de las cuales tendrán una apli- 
cación inmediata. 


/_15.5 Revisión de conceptos 


А menudo es necesario buscar cuidadosamente a través de ba- 
ses de datos para encontrar un gen en particular; esto se deno- 
mina minería genómica. Esto puede utilizarse para buscar 
nuevos genes о para encontrar los predichos. 


/ ¿En qué se diferencia una inteína de un intrón autoempal- 
mado? 


Genomas de microorganismos 


Un elevado número de microorganismos son de organiza- 
ción eucariótica (Capítulo 14). Aunque muchos de ellos 
están bien estudiados, todos los genomas eucarióticos que 
han іо secuenciados (tales como los de la mosca de la 
fruta Drosophila y la planta Arabidopsis) son de organismos 
pluricelulares, excepto el de las levaduras Saccharomyces ce- 
revisiae y recientemente el de Schizosaccharomyces pombe. La 
primera de ellas tiene una enorme importancia pues es uti- 
lizada en un sinnúmero de aplicaciones industriales y por- 
que es la base de estudios bioquímicos y genéticos para 
eucariotas inferiores (Capítulo 30). 


El genoma de la levadura 
El genoma haploide de 5. cerevisiae contiene 16 grupos de 
ligamiento о cromosomas еп tamaño que van desde 220 kb 


TABLA 15.3 


Saccharomyces cerevisiae Industrialmente importante. 
(Secciones 30.12 y 30.13) 
Caenorhabditis elegans 

desarrollo animal 


Drosophila melanogaster La mosca de la fruta es un organismo- 
fundamental para la Biologia 

Arabidopsis thaliana Esta planta sirve como modelo para estudios 
genéticos 

Homo sapiens El genoma humano está disponible sólo 


como borrador 


Todos los datos corresponden a genomas huplcides de esos organismon 


Y EI пй de genes codificanies para proteínas es en ladas ls casos un estimada basado en el número de genes conocidos y las secuencias арі de ser 


funcionais 


* Todavia existe debate sobre el шет de penes en un genoma humani. Pexiris мет tan alto como 60.000. 


Modelo de estudios bioquímicos y genéticos 
Este gusano es importante para el estudio del 


рага el cromosoma I hasta 2352 kb para el ХИ. El g 
completo de la levadura (excluyendo mitocondria, pl 
midos y virus RNA) es aproximadamente de 13 392 kb. 
lector se preguntará por qué se utilizan tantas veces p 
bras tales como «aproximadamente» «alrededor de» y ев. 
que la levadura, como muchos otros seres eucarióticos 
seen una gran cantidad de DNA repetitivo (Sección 7. 
Cuando se publicó el genoma de S. cerevisiae en 1997, позе 
habían secuenciado todos los repetidos idénticos ya q 
ез difícil hacerlo. El cromosoma XII de la levadura cont 
ne una larga zona de 1260 pb que contiene de 100 а 200, 
petidos del operón rRNA (Sección 7.11), que también 
Пата rDNA; pues bien, esta zona tan complicada desd 
el punto de vista de la secuencia, no ha sido totalma 
desentrañada todavía a pesar de los 6 años transcurri 

y. por ello, el tamaño preciso del genoma de 5. cerevisiae: 
se conoce. 

La Tabla 153 compara ciertos aspectos del genoma d 
levadura con el de otros eucariotas, en este caso de ser 
multicelulares. Aunque su genoma es con mucho el 
pequeño de los indicados, existen otros todavía más р 
queños. 

Además de las secuencias repetidas vistas en el cro 
ımosoma XII para el operón rRNA, S. cerevisiae contiene 27 
genes de tRNAs y 80 genes para otros tipos de RNA noa 
dificante (Sección 7.16). Existían originalmente previsto 
6340 genes codificantes de proteínas, pero un análisis más 
exhaustivo los ha reducido a 5570. De ellos, 3400 codifi 
proteínas conocidas y esto se ha deducido bien por el a 
nocimiento я эйи de la propia стадыя о por ser g 
ortólogos con respecto a los encontrados en otros or 
mos. La amplia gama de técnicas bioquímicas y g 
disponibles para estudiar este organismo ha permitido 
gran avance en la comparación de la función de estas 
teínas. 

Otra forma de explorar la función de proteinas implici 
la obtención de mutantes en los que se deja no funcional 
alelo (de los denominados knockout), Estos tipos de пу 


Mb 


150 Mb 4 Т 


125 Mb 5 25498 


womb э 25000-25000 
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tantes no son posibles de obtener en fase haploide y para 
“un gen implicado en la viabilidad celular. Sin embargo, S. 
erevisiae puede crecer también en forma diploide (Sección 
146) Si obtenemos tales mutantes en fase diploide y se ob- 
Serva si los productos meióticos tienen о no viabilidad, 
¡puede fácilmente deducirse la implicación del susodicho 
еп la viabilidad celular. Utilizando estas técnicas ha 
posible establecer que en la levadura 877 de los mar- 
а» de lectura abierta son esenciales, mientras que 3121 cla- 
“tamente no lo son. Nótese que el número de genes 
esenciales en este eucariota inferior es considerablemente 
“más alto que en los aproximadamente 300 en los procario- 

las (обе Sección 15.3) 
En los genes que codifican proteínas en S. cerevisiae, so 
йе existen 225 intrones. La mayoría de los genes que 
poseen tienen un pequeño intrón cerca del extremo 5' 
del gen. Esto es muy diferente de lo que ocurre en otros eu- 
arlotas mostrados en la Tabla 153. En Caenorhabditis ele- 
un gen normal presenta 5 intrones y en Drosophila la 
media es de 4. También son comunes los intrones en Arabi- 
і (aproximadamente el 75% de los genes los posee) y, 
„, los genes normales poseen una media de 5 exo- 
Еп él caso de los humanos, casi todos los genes codifi- 
es para proteínas poseen intrones y no es raro que un 

еп pueda tener 10.0 más. 


microorganismos eucarióticos 
temente se ha realizado un gran esfuerzo en la se- 
ación de genomas de microorganismos eucarióticos, 
luyendo los de los patógenos Leishmania major, Plasmo- 
falciparum (malaria; Sección 27.5), Candida albicans (Sec- 
277), Entamoeba histolytica (disentería amebiana; 
14.9), Giardia lamblia (giardiasis; Sección 28.7) y 
тосу! carini (neumomía asociada al SIDA; 26.14). 
genomas de los eucariotas Encephalitazoon cuniculi y 
maydis están completamente secuenciados pero no 
eron inmediatamente publicados. 
Ambos son patógenos, el primero es parásito intracelu- 
que causa varias patologías a humanos y otros anima- 
Carece de mitocondrias y aunque su genoma haploide 
11 cromosomas, en total solamente tienen 29 Mb, lo 
le hace más pequeño que el de muchos procariotas (vrs 
Tabla 15.1). U. maydis es un hongo fitopatógeno con un 
Че aproximadamente 20 Mb. Causa enfermedades 
maíz con un gran impacto comercial. El conocimiento de 
bos genomas está ayudando al diseño de nuevas y más 
derosas drogas para su control. Poseer un potencial eco- 
о grande ha hecho que la secuencia no sea de acceso 
o para el conjunto de científicos del Planeta. 


15.6 Revisión de conceptos 


secuencia completa de la levadura Saccharomyces cerevisiae se 

6 prácticamente en la década de los 90. Su genoma pue- 

¡codificar 5777 proteínas de las cuales solamente 877 son esen- 
Es para la viabilidad. Pocos genes contienen intrones. 


Describa cómo puede demostrarse que un gen es esencial. 
¿Bajo qué circunstancias puede imaginar que una secuencia 
ho sea liberalizada para uso público? 


КЕХА Senomas de orgánulos 


En anteriores secciones de este capítulo, se han indicado у 
rias propiedades de genomas procarióticos así como de ge- 
nomas nucleares de microorganismos eucarióticos. En los 
Capítulos 9 y 16 se discuten los genomas de algunos virus. 
Aquí veremos sucintamente los genomas de los orgánulos 
eucarióticos: cloroplastos y mitocondrias. A veces se refieren 
a ellos como genomas extranuclenres о citoplasmáticos. 

Ambos genomas se originaron por endosimbiosís de 
células procarióticas (Secciones 11.3, 14.2 y 143). Por ello, 
no es de extrañar que las proteínas codificadas por зиз 
genomas se parezcan más a las de Bacteria que a las de 
Eukarya. 


El cloroplasto es el orgánulo que lleva a cabo la fotosínte- 
sis (Sección 14.3). Todos los genomas conocidos de cloro- 
plastos son circulares y aunque hay varias copias en cada 
orgánulo, cada uno de ellos contiene todo el juego com- 
pleto de genes. El genoma cloroplástico tipico es de 120- 
160 kb y contiene dos repetidos inversos de 6-76 kb (Figura 
158). Se han completado ya varios genomas de cloroplas- 
tos y en la Tabla 5.4 se recoge algunos de ellos, El protozoo 
Magelado Mesostigma viride pertenece а un linaje de plan- 
tas separado tempranamente en la evolución. Su genoma 
contiene más genes codificantes de proteínas y más de 
IRNAs que cualquier otro cloroplasto conocido y posee una 
estructura típica como la recogida en la Figura 15.4 
Muchos de los genes del genoma del cloroplasto codi: 

fican proteínas implicadas en la fotosíntesis. Sin embargo, 
el genoma cloroplástico también codifica RNAs utilizados 
por el aparato traduccional, así como algunas proteínas uti- 
lizadas tanto por el aparato transcripcional como traduc- 
cional. También existen restos de genomas cloroplásticos 
en plantas parásitas que han perdido la mayoría de los ge- 
nes requeridos para la fotosíntesis. 


Мара de un genoma tipico de cloroplasto, Los geno- 
таз de los cloroplastos son circulares del DNA bicatenaro, La mayo- 
ба contienen repeticiones inversas (А, y IR) que delimitan una región 
pequeña de сора única (SSC) y una región grande de copia única (LSC) 
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Los intrones son mucho más comunes en genomas clo- 
roplásticos que en procarióticos, pero es importante recor- 
dar que estos intrones no son como los que se encuentran 
еп genes eucarióticos (Sección 7.12). Aunque algunos clo- 
roplastos tienen intrones, el de Euglena (Sección 14.11) tiene 
155, lo que equivale al 38% de su genoma. 

¿Qué otra cosa, además de pruebas de la hipótesis en- 
dosimbiótica, nos ha proporcionado el análisis de los ge- 
nomas de cloroplastos? En primer lugar, su análisis está 
contribuyendo a esclarecer las relaciones filogenéticas en- 
tre las propias plantas. Algunos genomas de cloroplastos 
han revelado secuencias muy próximas a ortólogas de Е. coli 
como son aquellas de genes que controlan funciones de di- 
visión celular. Esto apunta a que la división de estos orgá- 
nulos pueda ser semejante a la división celular de una 
Eubacteria. De igual manera los genes implicados en trans- 
porte membranal son parecidos a los de Bacteria. 


Mitocondrias 
Las mitocondrias están implicadas en la producción de 
energía y están presentes en la inmensa mayoría e los eu- 
cariotas. Recuérdese de la Sección 153 que la bacteria pa- 
газна intracelular Rickettsia prownzekil pertenece al mismo 
linaje filogenético que el antecesor de las mitocondrias. 
Los genomas mitocondriales codifican proteínas impli- 
сайа en la fosforilación oxidativa y, como en el caso de los 
genomas de cloroplastos, también codifican para TRNAS y 
IRNAs, y algunas proteínas del aparato transcripcional y 
traduccional. La mayoría de los genomas mitocondriales 
codifican menos proteínas que los cloroplásticos. Se han se- 
cuenciado más de 200 genomas mitocondriales. El más 
grande contiene 62 genes que codifican proteínas pero otros 
oscilan entre 3 y 37 proteínas. La mayoría de los genomas 
mitocondriales de los animales codifican solamente 13 
proteínas (más 22 tRNAs y 2rRNAs) y el de S. cerevisiae В 
proteínas. Como se ve, todos ellos sustancialmente más pe- 
quedos que los de los cloroplastos. Los genomas mitocon- 
ales grandes son, sobre todo, DNA no codificante, La 
mitocondria que contiene más genes que codifican protei- 
nas es la del protozoo Reclinomonas americana y, aún asi, es 
de solamente 69.034 pb. Además, y mientras que el clono- 
plasto utiliza el código genético universal, la mitocondria lo 


TABLA 15,4 

Chlorella vulgaris Alga verde 1041 7 
Euglena ть Protozoo изло 4 
Mesosligma viride Protozoo пазва a 
Pinus thunbergii Pino nego 19107 т 
Oryza sativa Arroz PES Е] 
Zea mayo Maiz 10397 т 


Todos os genomas cloroplticos son circulares y DNA bicaterane 
Verda Figura 158 


utiliza ligeramente diferente (Sección 7.13). Éste parece 
ha sido el resultado de presión selectiva para los genom 
pequeños. El juego estándar de 22 tRNAs en una mil 
dria es, a todas luces, insuficiente para leer e interpretar: 
mensaje genético, por lo que el emparejamiento de 
codón-anticodón es todavía más flexible en mitocond: 
(Figura 7.33). 

No es fácil describir un «genoma mitocondrial típico». 
contrario que los genomas de cloroplastos que son mol 
las circulares y únicos, los mitocondriales son muy diverso 
Inicialmente se pensaba que también eran circulares, 
conforme se ha ido ampliando la investigación en organi 
mos se han encontrado más y más genomas mitocondrial 
de tipo linear (incluidos algunas algas, protozoos y hor 
En algunos casos como en S. cerevisiar aunque el mapeo; 
restricción apunta hacia una molécula circular, parece 
su estado natural in vivo es de tipo abierto (recuérdese: 
fago T4 posee un genoma genéticamente circular pero que! 
sicamente es linear, Sección 9.9). Algunos organismos 
so poseen más de un genoma mitocondrial, 

Los genomas mitocondriales de animales poseen sol 
mente 13 genes que codifican proteínas. La Figura 154 
muestra un mapa de 16.569 pb del genoma mitocond: 
humano que fue secuenciado ya en 1981. El de las les 
ras es más grande (85.779 pb) pero solamente posee В, 
que codifican proteínas. Además de estos genes y los res 
ados más arriba para RNAs, el genoma mitocondrial 
levaduras contiene largas secuencias de regiones muy 
cas en A + Т aparentemente carentes de función. 

Finalmente hay que indicar que algunos organismos 
seen mitocondrias con sus propios plásmidos, lo que h 
el análisis genético de sus orgánulos todavía más co 
cado. Una complicación adicional en el caso de algunos, 
nomas mitocondriales es que а veces es difícil reconocer: 
gen determinado, incluso cuando poseemos la secuend 
del DNA y la de la proteína en cuestión. Esto es debido al 
existencia de edición del RNA que veremos a contin 


Edición del RNA 

Enel Capitulo 7, se comentó el hecho de que ciertos genes р 
seyesen regiones codificantes partidas por regiones que 
eran denominadas intrones. Recuerde el lector que los 
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Ausentes 
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Presentes 
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ж incluyen proteinas defunción conocida у aquellos тыгу que podrian чет tuncionsles 


* Cada unidad es un operó ЕМА con penes de cad бро de rRNA (Sección 711) 


Aunque los repetidos inverses esti presentes, se encuentran muy truncados. 
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Mapa del genoma mitocondrial humano que conne- 

16569 pb. El genoma codiica ө! 16S y 12 S rRNA (que corespon- 
¡alos 165 y 235 rRNA de cólulas procanóticas) así como 22 tRNAs. 
genes зө incican en dos intensidades de naranja, el más oscuro 
треги los transcritos en sentido contrario а las agujas del reloj y el 
más claro en el mismo sentido de las agujas del reloj, (Las anotaciones 
aminoácidos para los tANAs están también en la partera para los 
tos en sentido contraño a las agujas del reloj y por la parte de 

los que lo son en el mismo sentido de las agujas del reloj) Los. 

\2 genes codificantes de proteinas se muestran en verde (дө nuevo los. 
oscuros en sentido contrario а las agujas del reloj y los más claros 

i mismo sentido). Los genes codifican: Cytb, citocromo b; NO 1-6, 
tos dal complejo NADH deshidrogenasa; СОНИ, subunida- 

del complejo citocromo oxidasa; ATPasa 6,8, polpéptidos del com- 
ATPasa mitocondrial. Los des promotores están en la región 
inada circulo D, una región implicada en la replicación del DNA 


esson eliminados cuando la transcripción ha terminado 
inte un paso del proceso llamado de empate en el que 
forma el mRNA (Sección 7.12). Esto es cierto incluso para 
ро de intrones que se encuentran en las mitocondrias y 
lastos aunque по son los mismos que los que se en- 
iran en el núcleo. (En algunos casos es la proteína en sí 
ma la que es procesada; vénse procesamiento de proteínas 
¡Capítulo 8.) Existe un fenómeno casi exclusivo de los or- 
los que casi es un proceso contrario al de procesamien- 
¡del RNA en los genomas nucleares: se trata de la edición 
RNA. En él existe un preciso programa de delección e 
ión de nucleótidos hasta llegar a un mRNA final que 
de algunos nucleótidos que no estaban presentes en 
¡secuencia original codificada por el DNA mitocondrial. 
Enlas mitocondrias de los tripanosomas y protozoos re- 
jonados (Sección 14.5), algunos transcriptos poseen lar- 
secciones de poliruridilatos añadidas (a veces varios 
itos). En la Figura 15,10, se muestra uno de estos ejem- 
Че edición del RNA. Esta edición está controlada por 


un pequeño segmento de RNA о «guía» que muestra el ca- 
mino a la maquinaria enzimática implicada. Evidentemen- 
te, este proceso ha de ser muy preciso pues шпа inserción 
insuficiente por defecto o por exceso daría lugar a un trans- 
crito con la secuencia corrida y, por tanto, afuncional. 

El otro tipo de edición, consiste en cambiar una base en 
otra es bastante común en las mitocondrias y cloroplastos 
de animales superiores y plantas, En lugares precisos, una 
С será convertida en U por desaminación oxidativa (la mo- 
dificación opuesta es mucho más rara). Existen al menos 
25 sitios en los que se produce este tipo de conversión CU 
еп el caso del cloroplasto del maíz. También se ha descrito 
al menos un gen nuclear humano que sufre una de estas 
conversiones, 

La existencia de edición del RNA hace muy difícil pre- 
decir a partir de una secuencia de DNA qué proteínas co 
dificarê un determinado genoma, En el caso de los orgánu- 
los que nos ocupa, no ha sido gran problema por codificar 
bajo número de proteínas y, además, están altamente con- 
servadas; la situación puede ser muy diferente si en un or- 
ganismo se detecta como generalizado este proceso de edi- 
ción de RNA. 


Orgánulos y genoma nuclear 

Tanto los cloroplastos como las mitocondrias requieren más 
proteínas que las codificadas en sus genomas. Baste indicar, 
сото уа se dijo, que las mitocondrias en concreto по codi- 
fican ninguna proteína requerida para la transcripción 
Tampoco poseen información para proteínas estructurales, 
е incluso, algunas carecen también de determinados genes 
de la fosforilación oxidativ. 

Se estima que la mitocondria de S. cerevisiae incluye más 
де 400 proteínas diferentes de las cuales solamente В están 
codificadas por ella misma, Es decir, la inmensa mayoría de 
las proteínas vienen codificadas por el núcleo. Aunque po- 
dria ser razonable pensar que los genes y proteínas que 
sirven estas funciones para el núcleo/citoplasma deberían 
ser localizados en los orgánulos, esto no es así. Mientras 
que los genes de proteínas organulares se localizan en el 
núcleo (y son transcritos allí y traducidos en el citoplasma 


Proteina. 
mRNA 
DNA 


| ошто 15.10 Eicon эн ANA La parte superior de la figura mues- 
tra una porción de la secuencia de aminoácidos de la subunidad | del 
потта citocromo oxidasa del protozoo Пураповота brucei (véase Sec- 
¡ión 148) Esta proteina es cociicada por la mitocondra. Debajo de la 
¡secuencia de aminoácidos se muestra la secuencia de ribonucieótidos 
де mRNA correspondiente a esta región. Las bases en letras on ma- 
yúsculas se transcriben desde el gen que se muestra debajo. Las bases 
п letras minusculas han sido insertadas en el mRNA por este preciso- 
mecanismo de edición. Aunque el DNA tiene muchos huecos in- 
formacionales. en la molécula еп sí misma no existen huecos, Los es- 
pacios entre los pares de bases son simple conveniencia del montaje 
де в figura рага su mejor visualización. 
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celular) sus productos deben ser transportados hasta los 
orgánulos. 

Una de las primeras proteinas de este tipo estudiadas, 
estaba implicada en la traducción mitocondrial y se vio 
que estaba muy relacionada con sus equivalentes de Bacte- 
ría y поа las de Eukarya. Parece lógico concluir que estos ge- 
nes fueron transferidos desde la mitocondria hasta el núcleo 
a medida que avanzaba la endosimbiosis. 

Hasta el advenimiento de la genómica era muy dificil 
ganar más información en este sentido. Lo que se requiere 
es una secuencia del DNA nuclear, la de Bacteria muy em- 
parentada con el genoma de la mitocondria y secuencias 
genómicas de Bacteria diferentes para llevar a cabo una 
comparación adecuada. No se requiere precisamente el co- 
nocimiento del genoma de la mitocondria pero sí qué pro- 
teínas entran a formar parte del patrimonio del orgánulo. 
Todos estos requerimientos coincidieron en el caso de S. c 
revisiue. Sorprendentemente, de los 400 genes que codifican 
proteínas mitocondriales solamente 50 estaban relaciona- 
dos con el linaje de bacterias que ha dado lugar a las mito- 
condrias, Otras 150 estaban claramente relacionadas con 
Bacteria típicas y el resto de 200 no mostraban homologías 
соп genomas bacterianos conocidos. Las proteínas que po- 
driamos llamar «bacterianas» estaban principalmente im- 
plicadas en reacciones y conversión energética, traducción 
y biosíntesis, mientras que las «eucarióticas» eran prot 
nas membranales de regulación y transporte. Por todo ell 
la genómica ha demostrado que la evolución de las mito- 
condrias es mucho más compleja que lo que se supuso ini- 
cialmente. 


/__ 15.7 Revisión de conceptos 


Los cloroplastos y mitocondrias poseen genomas pequeños in- 
dependientes de los genomas nucleares. Estos genomas codi- 
fican rRNA y IRNAs y diversas proteínas. El genoma de los 
cloroplastos codifica proteínas implicadas en la fotosíntesis y la 
mitocondria en la fosforilación oxidativa. Aunque los genomas 
Че estos orgánulos son independientes del nuclear, ellos en sí 
mismos no lo son. Muchos genes nucleanes codifican proteínas 
que son requeridas para la función del orgánulo. 


Z Describa la estructura de los genomas organulares. 
Describa cuántos genes que codifican función mitocondrial 
se han hecho residentes del núcleo. 


FUNCIÓN GÉNICA 
Y REGULACIÓN 


o PA 


El fin de los estudios genómicos es no sólo describir el com- 
plemento génico de un organismo, sino también qué genes 
Зе expresan y bajo qué condiciones así como determinar la 
función de esas proteínas. La sección precedente describía 
el complemento total de proteínas de la mitocondria en lo 
que podría denominarse como proteoma mitocondrial de leva- 
duros. Un proteoma es, por tanto, el conjunto de todas las 


proteínas de una célula, tejido u organismo en un momen: 
lo concreto. Note el lector, por tanto, que no se trata si 
plemente «de las proteínas codificadas por el genoma 
una célula u organismo». Aunque el número de genes 
siempre constante, el de proteínas no lo es y está cambian 
do constantemente en respuesta al medio ambiente del 
ganismo о a su desarrollo, El estudio a gran escala, en 
ámbito del genoma, de las proteínas (estructura, función 
regulación) de un organismo se denomina proteómica o 
nómica funcional. 

Опа aproximación inicial a la proteómica fue el uso 
electroforesis bidimensional de poliacrilamida para separar, 
tificar y medir las proteínas de una muestra. Сото otro 
de electroforesis, la separación se basa en la carga de 
moléculas, En la Figura 15.11, se muestra una de estas. 
troforesis de las proteínas de E. Coli, En la primera dir 
sión (horizontal en la figura) las proteínas se separan 
sus puntos isoeléctricos, esto significa que migran en el 
diente de pH hasta que la carga neta de una proteína dı 
ез 0. En la segunda dimensión, las proteínas se desnatur 
lizan de tal manera que cada resto de aminoácido da 
carga fija. Las proteínas se separan entonces por tamal 
(de la misma manera que las moléculas del DNA son 
paradas por tamaño; Figura 1035). En la década de los 


м, (Da) 


separación de proteinas. La figura muestra la autorradiogralía де! 
proteinas de E Сой creciendo en medio minimo. Cada mancha es 
Proteina. El marcaje se realizó con metionina radiactiva durante el 


5-7, que es donde enfocan la mayoría de las proteinas de esta 
(бәз proteinas básicas ribosomales по se encuentran representadas 
esta figura). La segunda dimensión separa las proteinas según su 


CROMATRICES (MICROARRAYS) = 509 


Frederick С. Neidhardt у sus comenzaron un estu- 
| dio intensivo de las proteinas de E. Coli y su regulación. Se 
identificado varios cientos de proteínas por medios bio- 
químicos y genéticos y se ha estudiado su regulación bajo 
“muchas condiciones. Los métodos bioquímicos de sepa- 
ración y análisis, tales como medios cromatográficos y 
tria de masas y técnicas genéticas сото los es- 
fudios de mutagénesis mediada por transposones (Seccio- 
nes 10.11 y 10.18) y la construcción de librerías génicas 
fusionantes (Sección 31.4) son utensilios muy importantes. 
La proteómica todavía requiere de experimentación ade- 
de análisis computerizado muy intensivo, 

Es evidente que de la experimentación in silico se obtie- 
pistas muy valiosas sobre la función proteica pero lo 
оез que más de la mitad de los genes de cualquier or- 

jismo que se secuenciase hoy mismo carecería de fun- 
que uno le pudiera asignar o ni siquiera predecir como 

lo de esta investigación in silico. 


ca funcional y estructural 
la proteómica a menudo requiere experimentación 
ма, uno no puede descartar tales actividades de 
armática. Después de obtener la secuencia genómica 
un organismo, el análisis inicial comparará su secuencia 
con la de otros organismos para localizar e identificar genes 
conocidos. Aquí la secuencia más importante es la de 
ácidos en la proteína. Debido a la degeneración del 
digo genético (Sección 7.13), las diferencias en la secuen- 
del DNA no necesariamente tienen repercusión en di- 
jas de aminoácidos de la proteína (Figura 15.12). 
Hay una fuerte evidencia de que las proteínas con iden- 
dad de secuencia superior al 50%, presentan norma 
mente similar función. Existen, sin embargo, notables 
Kcepciones a esta regla. Por ejemplo, hay dos proteínas 
Pseudomonas con 98% de identidad de secuencia que sin 
o, catalizan reacciones diferentes. Una pista іт- 
grtante para asignar función a una proteína es la identi- 
cación de regiones de la secuencia que estén identificadas 
¡tras proteínas, tales como secuencias de unión de me- 
о dominios de unión de GTP. Estos dominios tienen 
encias específicas, pero lo que los hace funcionales es 
estructura tridimensional (Sección 3.9). 


La genómica estructural es la determinación de las es- 
tructuras tridimensionales de las proteínas representativas 
de un organismo. El ideal último es conseguir un cuerpo 
doctrinal de información estructural que permita a la in- 
vestigación in silico predecir la estructura y función proba- 
bles de cualquier proteína a partir de los datos de secuencia 
codificante. 

Acoplando la genómica y la proteómica, se consegui- 
rán datos muy valiosos que nos permitirán empezar a en- 
tender como los organismos integran la expresión de su 
genoma en relación con los diferentes estímulos que recibe 
del exterior. La perspectiva de investigación básica en estos 
campos es enorme; no obstante el inicio ha arrancado des- 
де posturas aplicadas. Esto incluye, por ejemplo, al descu- 
brimiento de nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo 
de nuevos antibióticos. 


Y 15.8 Revisión de conceptos 


A proteoma es el conjunto de todas las proteínas de un orga- 
nismo presentes en un momento dado. La meta de la Proteó- 
mica es el estudio de estas proteinas para aprender sobre su 
estructura, función y regulación. 


Y ¿Puede un organismo tener más de un proteosoma? 


Micromatrices (microarrays) 


Aunque la genómica funcional y estructural requieren to- 
davía de mucho trabajo, han sido muy ayudadas por cam- 
bios rápidos en la tecnología. Un fin de la proteómica es el 
estudio de la regulación de la expresión génica. Recuerde el 
lector que la expresión génica es muy a menudo regulada 
еп el ámbito de la transcripción (Capítulo 8). Se ha hecho 
accesible un nuevo y poderoso utensilio que permite ana- 
lizar, de una vez, toda la transcripción de un genoma com- 
pleto: micromatrices (microarrays). 

Para que se exprese un gen debe transcribírse. Conocien- 
do bajo qué condiciones se transcribe el gen, también puede 
proporcionar información sobre su función. Por ejemplo, un 
gen que codifique para el metabolismo de la maltosa se en- 
contrará entre los transcritos cuando la bacteria crezca en mal- 
tosa pero no cuando lo haga con glucosa (Sección 86). 

Enel Capítulo 10, se indicó cómo la hibridación de ácidos 
nucleicos ayuda a localizar genes específicos en fragmentos 
del DNA (Sección 10.12). La hibridación también se ha utili- 
zado desde hace mucho tiempo para medir la expresión gé- 
nica hibridando el mRNA con fragmentos del DNA. Esta 
técnica se fomentó con el desarrollo de micromatrices (micro- 
arrays о microchips) del DNA, en los que genes о fragmentos 
de ellos representando todo el genoma del organismo se dis- 
ponen espacialmente en un soporte sólido, Estos genes (0 
fragmentos de gen) pueden ser hibridados con una serie de 
sondas y luego ser analizados en computadora. 

Existen varias formas de hacer estas micromatrices (mi- 
croarrays) y una de ellas se muestra en la Figura 15.13. Esta 
figura también ilustra cómo puede usarse dicha microma- 
triz (microarray). La Figura 15.14 muestra parte de un chip 
actual utilizado para ensayar la expresión del genoma de S. 
cerevisiae. 
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Gen X expresa беп X по expresado 


[ figura 15.13 Foaización de un chip del DNA Secuencias cor 
tas monocatenaras correspondientes a todos los genes de un or 
ganismo. бо sintetizan individualmente (Sección 10.13) y se jan en 
puntos conocidos e identificables de un soporte sólido. Aquí e ide- 
айга el ejemplo para un solo gon. Estos chips de DNA зе ensayan 
Маало sondas marcadas obtenidas del organisgo eseciendo bajo 
diversas condiciones y así determinar e patrón де expresión génica 


A principios de los 90, se encontró que el mismo proce- 
so utilizado para la producción de chips de computadora 
(fotolitografía), podía utilizarse para que cada uno contu- 
viese miles de fragmentos del DNA. Normalmente se pue- 
den sintetizar varios cientos de miles de fragmentos del 
DNA de secuencia conocida en un chip de silicio de 1-2 cm 
(véase Figura 15.13). Se han manufacturado chips del DNA 
que contienen los 5600 genes que codifican proteínas de la 
levadura 5. cerevisiae y cada una en posición perfectamen- 
te definida. Estos chips pueden hibridarse con sondas de 
DNA o RNA marcadas de diferentes formas. Después de 
la hibridación, el chip será leído por un láser y analizado en 
una computadora. Se observarán distintos patrones de hi- 
bridación, dependiendo de qué secuencias RNA о DNA 
complementarias estén presentes en la muestra. 


ITA сч do DNA y su uoo para ensayar Ta expe 


énica. La fotografía muestra fragmentos de aproximadamente 1/4 
dei genoma де 5. cerevisiae fjado a un chip de silicio. Cada gen вв 
presente en varias copias y han sido sondeados con mRNAs ого 

obtenidos de la levadura creciendo bajo condiciones determi 
nadas. El fondo de la figura es azul, Los puntos de hibridación me 
muestran como gradación de color hasta llegar a la máxima hibridi 
ción que es blanco. Como se conoce la localización do los diferentes 
genes en ө! chip así se conoce los genes que fueron expresados y los 
queno, 


Previamente hemos analizado la hibridación ut 
zando una sonda única correspondiente a un único gen 
(Sección 10.12). Con un chip del DNA se puede utilizar 
sondas muy complejas. Por ejemplo, se puede investigar 
cuál de los más de 5000 genes de S. cerevisiae están sien 
Чо expresados bajo ciertas condiciones simplemente son- 
deando con toda la población de mRNAs. Por supuesto, 
se puede comparar la expresión de diferentes genes Бай 
condiciones distintas. La capacidad de analizar de und 
manera relativamente simple la expresión simultanea de 
miles de genes tanto cualitativa como cuantitativamente: 
tiene un tremendo potencial para ayudamos a entender 
la complejidad tan extrema de organismos simples como 
E. Coli o incluso nosotros mismos con nuestros 25.000- 
35.000 genes. 

La micromatrices о chips del DNA también pueden 
usarse para la identificación de organismos. Se puede usaf 
como sonda fragmentos del DNA de un determinado ог- 
ganismo y diferenciar entre cepas relacionadas por los то- 
delos de hibridación. Esto permite una rápida identificación 
de agentes patogénicos tanto virales como bacterianos y 
por supuesto, la identificación de cepas particulares en bro 
tes epidémicos. Esta tecnología también sirve para la iden- 
tificación y cuantificación de organismos específicos еп 
comunidades microbianas del ambiente; un fin común ё 
todos los ecólogos microbianos (Capítulo 19). 


EJERCICIOS PRÁCTICOS = 511 


Revisión de conceptos 


"Las micromatrices (microarrays) son genes o fragmentos de ge- 
¿nes fijados a un sustrato sólido y en orden identificable. Éstos 
pueden utilizarse para ser hibridados con sondas y luego ana- 
lizados para así determinar los modelos de expresión génica, 
Estas matrices de DNA son lo suficientemente amplias como 


Preguntas de repaso 


para garantizar una representación génica total y el análisis de 
transcripción de todo el genoma. 


4 ¿Cómo pueden usarse las micromatrices (microarrays) para. 
monitorizar la expresión de un gen? 

У ¿Porqué puede ser útil conocer la expresión génica de un ge- 
noma completo еп el contexto de una condición en particular? 


1, Algunos proyectos de secuenciación genómica son di- 
rígidos por mapas (contigs) pero otros son realizados 
Че una manera aleatoria. Explique la diferencia entre 
ellos. 

2. En Bacteria у Archaea el acrónimo del inglés ORF es 
casi sinónimo de gen. Sin embargo, en los eucariotas 
superiores esto no es estrictamente cierto. Explíquelo. 

3. Los organismos de la Tabla 15.1 están listados según 
el tamaño del cromosoma. Sin embargo, el tamaño del 
cromosoma puede no siempre ser un reflejo fiel del ta- 
maño del genoma. Explíquelo. 

4, El gen que codifica para la subunidad В de la RNA po- 
limerasa de E.coli se dice que es ortólogo соп el gen 


Ejercicios prácticos 


pol de Bacillus subtilis. ¿Qué implica sobre la relación 
de ambos genes? ¿Qué proteína supone que es codifi- 
cada por el gen de la Gram positiva? Los genes para los 
diferentes factores sigma (абзе Tabla 8.2) de E, Coli son 
parálogos. ¿Qué se deduce de la relación entre esos 
genes? 

5. Explique de qué manera la transferencia horizontal de 
genes puede complicar los estudios evolutivos. 

6. Los genes nucleares pueden codificar proteínas que 
funcionan en mitocondrias y cloroplastos, ¿Cómo se 
importan en los orgánulos (tase Sección 7.16)? 


7. Distinga entre genoma y genómica, proteoma y pro- 
cómica. 


1. Cuando se utilizan endonucleasas de restricción para 
tratar de clonar fragmentos «aleatorios», una táctica 
єз digerir parcialmente con una restrictasa de la que 
же supone existen muchos puntos de restricción en el 
DNA en cuestión. ¿Qué propiedades del sitio de res- 

tricción y del DNA del organismo son importantes 

para predecir con qué frecuencia aparecerán esos si- 

Mos de restricción en el DNA (Sección 10.12)? 

Una aproximación para la obtención de fragmentos 

aleatorios del DNA es hacer una digestión parcial con 

una enzima de restricción. Para obtener fra 

aleatorios» de aproximadamente 10 kb, а 

mejor utilizar una enzima que reconozca р que otro 

que reconozca 6 u 8 bp? 

Asuma que ha clonado un fragmento del DNA uti- 

lizando la enzima BamHI, en el sitio BamHI de 

'MI3mpl8, Para un clon individual, la hebra del 

DNA clonada que se encuentra en el fago maduro 


depende de la orientación del fragmento clonado, 
Explíquelo utilizando diagramas. 

4. Cuando se utiliza una técnica de secuenciación alea- 
toria es posible la existencia de «huecos» de secuen- 
cia, Describa cómo es posible cerrar estos huecos 
utilizando una librería de clones BAC. 

5. En la década de los 90, se publicó el genoma nuclear 
de S cerevisiae, pero la secuencia completa nunca se 
determinó por completo. Los genomas mitocondria- 
les de levaduras han demostrado que son muy dificil- 
mente secuenciados con certeza. Describa, en ambos 
casos, las dificultades prácticas que se encontraron du- 
rante la realización de sus secuencias respectivas. 

6. ¿Cómo зе podría estudiar experimentalmente qué pro- 
teinas de E. coli están reprimidas (Sección 8.5) cuando 
un cultivo ве pasa de medio mínimo que contiene una 
sola fuente de carbono a uno complejo con diferentes 
aminoácidos, bases y vitaminas? 


VIRUS DE BACTERIAS, PLANTAS Y ANIM 


1 VIRUS DE PROCARIOTAS 
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Glosario 


virus que infecta células pro- 
cariotas 

nucleico de cadena menos (пе- 
(байма) una cadena de RNA о DNA que 
бепе el sentido opuesto (es decir, que es 
'somplementaria) del mRNA de un virus 

писіеісо de cadena mûs (positi- 
Iva) una cadena de RNA o DNA que tiene 
Я mismo sentido que el MRNA de un virus 


ciclo replicativo 


“мА 


ste capítulo sobre los virus form 
dad sobre la diversidad microbiana. Complemen- 
¡Capítulo 9, en el cual introdujimos los principios de la 
ía. Sin embargo, en aquel capítulo sólo dimos in- 
ción detallada de algunos de los virus que se cono- 
J En esto capítulo discutiremos los diversos tipos de 


parte de una uni- 


¡Los capítulos previos a esta unidad han explorado la 
diversidad de Bacteria y de Arquea, y han iniciado 
Їй diversidad de Eucaria. En la unidad que sigue vere- 
¡fómo esta riqueza genética se manifiesta con una gran 
bólicas y en hábitat muy di- 
f Antes de seguir adelante en este capítulo, es im- 
йе recordar que los virus no tienen metabolismo 
¡diente y que el hábitat en el que se reproducen es 
o, esto no significa que los vi 
Ino sean muy diversos; todo lo contrario. Se sabe qu 
Entes virus infectan la mayor parte de los tipos de or- 
hismos (hospedadores, vénse Sección 93), que los vi- 
ise adaptan al modo de vida de sus hospedadores. Pero 
¡de mayor interés en la diversidad de los virus es po- 
tela diversidad de sus genomas. Mientras que las 
tienen siempre DNA bicatenario como material y 


ko, en los virus el material genético puede ser uno de los 
tipos: RNA unicatenario, RNA bicatenario, DNA 


jlenario o DNA bicatenario (vénse Sección 9.1). La cla- 
¡ón de los virus de Baltimore emplea los tipos de 
mas víricos y sus estrategias de replicación para divi- 
los virus en varias clases (véase Sección 9.7). En este 
 ilustraremos la diversidad vírica discutiendo al- 
bs tipos concretos de virus en diversas clasificaciones. 
lante, separaremos nuestra discusión en los virus 
infectan procariotas y los que infectan eucariotas. Las 
cias entre estos dos tipos de células se manifiestan 
judo en los ciclos de vida de los virus que las infectan 
¡Sección 9.11). 


Forma replicativa molécula de DNA bica- 
tenario que es un intermediario en la re 
plicación de virus con DNA unicatenario 

Retrovirus un virus RNA cı 
un DNA intermediario como parte de su 


Transcripción inversa «| 
enel DNA de lain 


Virión la partícula vírica completa; el ácido 
nucleico rodeado por una cubierta protei- 
са y, en algunos casos, otros materiales 

Virus un elemento genético que contiene 
RNA о DNA, que se replica en las células, 
pero 


o genoma tiene 


seso de copia 
contenida en 


I VIRUS DE PROCARIOTAS 


Desde hace tiempo se conocen muchos virus que infectan 
Bacteria y va aumentando el número de virus que se sabe 
que infectan Arquen. Sin embargo, limitaremos nuestra 
discusión а algunos tipos que infectan Bacteria. En el Сар! 
tulo 9, mencionamos que la mayor parte de los bacteriófa- 
gos conocidos tienen genomas de DNA bicatenario (véase 
Sección 9.8). A pesar de eso, se conocen muchos bacterió- 
fagos con otros tipos de genomas. Los más simples son los 
que tienen genomas de RNA. 


ОХИ S2cteri6tagos con ANA 


Se conocen muchos bacteriófagos que tienen genomas de 
RNA de configuración positiva. Es interesante señalar que 
los virus RNA de las bacterias entéricas infectan solamen- 
te las células bacterianas que contienen un tipo de plásmi- 
do, denominado plásmido conjugativo (véase Sección 10.9), 
que permite el funcionamiento de la célula como un dona 
dor (o «macho») en un tipo determinado de intercambio ge- 
nético (el interesante concepto de bacterias «macho» у 
«hembra» se discute en el Capítulo 10). Esta limitación a 
células bacterianas donadoras se deriva del hecho de que 
estos virus infectan las bacterias adhiriéndose а los pelos, o 
fambrias sexuales (Figura 16.1), que son codificados por el 


Micrografia electrónica del pelo de una сама donar 
dora -тасло-) де Escherichia сой, mostrando adheridos unos viiones 
де un tago RNA pequeño. 
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plásmido. Como las células que carecen del plásmido no 
poseen tales pelos, estos virus КМА son incapaces de unir- 
sea ellas, y por tanto no inician la infección en las células 
denominadas receptoras («hembra»). 

Todos los virus bacterianos RNA son muy pequeños, 
соп un tamaño de unos 26 nm y todos presentan simetría 
icosaédrica, con 180 copias de la proteína de la cubierta por 
cada partícula vírica. Se conoce la secuencia nucleotídica 
completa del RNA del genoma de varios fagos. El genoma 
del fago MS2, que infecta Escherichia coli, consta de 3569 nu- 
cleótidos. La cadena RNA del virión actúa directamente 
como mRNA al entrar en la célula (véase Figura 9.11), 

El mapa genético del MS2 se muestra en la Figura 16.22 
y las etapas de su multiplicación en la Figura 1622. El pe- 


Cubierta. часа 
> 
di 
a) Мара genética del MS2 
Genoma vico 


(55 RINA, +) 


sue 


Sintesis de Utiizado: 
la cadena directamente 
nagativa сото mRNA 


1 Proteina de isis 


Liberación de la descendencia virica 
1) Proceso de multiplicación del virus 


| почта 16.2 >) Maca genético dei bacteridlago M52. que Nene 
ANA. (b) Proceso de multipicación del virus. Los números en (a) ind- 
сап la posición de los nucieôtidos en el RNA- 


queño genoma codifica sólo cuatro proteínas. Éstas son. 
proteína de maduración (presente en copia única en la p 
сша vírica madura), la proteína de la cubierta o cápsid 
la proteína lítica (responsable del proceso de lisis que оса 
sona la liberación de partículas víricas maduras), y una su 
bunidad de la RNA replicasa, la enzima que lleva a cabo lû 
replicación del RNA vírico. Hay que destacar que la КМА m 
plicasa es una proteína mixta, formada por un polipéptid 
codificado por el virus y por otros polipéptidos del hosp 
dador. Los polipéptidos del hospedador que forman parte 
de la replicasa vírica son elementos de la maquinaria usual! 
de traducción de la célula. Así, el virus emplea estos 
péptidos, que normalmente tienen una función compl 
mente distinta, y los usa para hacer su replicasa activa. 
Сото se ha indicado, el RNA vírico tiene polaridad po 
sitiva y, por tanto, puede ser traducido inmediatamente, ГА 
pués de que se sintetiza la replicasa se puede sintetizar 
КМА de polaridad opuesta, usando el КМА infectivo с 
molde (xase Figura 9.11). Tras la síntesis de este RNA de 
sentido negativo se pueden producir más cadenas de КМА, 
positivo, usando ahora como molde el RNA de cadena 
gativa. Como resultado, las cadenas de RNA formadas 
nuevo con polaridad positiva sirven como mensajeros рай 
continuar la síntesis de proteínas víricas. El gen de la pro 
teina de maduración se encuentra en el extremo 5' del R 
La traducción del gen que codifica esta proteína (de la q 
же necesita sólo una molécula por partícula vírica) ocurn 
específicamente a partir de la forma naciente del RNA de 
cadena positiva que se forma durante el proceso de пері 
cación. De este modo, la cantidad de proteína de madur 
ción que se forma es limitada. El КМА vírico se рер 
adoptando su estructura secundaria una disposición сог 
pleja. De los cuatro sitios de iniciación AUG, el que resul 
más accesible para la traducción es el que corresponde a la 
Proteína de la cápsida, у su traducción comienza muy pro 
to. La secuencia de mRNA de la replicasa también se 
duce en una fase temprana, A medida que las proteínas de 
la cápsida aumentan en número en el interior de la célul 
se combinan con el RNA en las proximidades del sitio de 
iniciación AUG de la replicasa, inhibiendo la síntesis de es 
enzima. La principal proteína vírica sintetizada es la de la 
cápsida, que es la que se necesita en mayores cantidades. 
Otra característica destacable del bacteriófago MS2 
que la proteína Jitica está constituida por un gen que seso 
lapa tanto con el gen de la proteína de la cápsida como co 
el de la replicasa (vénse el mapa genético de la Figura 16.20) 
El fenómeno de solapamiento de genes es común en 
nomas muy pequeños (véase Sección 16.2). Debe apreciar 
que, aunque la utilización del solapamiento génico р 
te un uso más eficiente de la información genética, su exi 
tencia complica mucho el proceso evolutivo, pues 
mutación en la región del solapamiento puede afectar 
multáneamente a dos genes, El codón de iniciación del 
de la proteína lítica no es fácilmente accesible а los ril 
тав debido a la estructura secundaria del RNA. La estr 
tura secundaria en esta región se altera cuando el ríboson 
termina la traducción del gen de la proteína de la cápsid 
y esta distorsión permite a veces al ribosoma iniciar la 
tura del gen de la proteína lítica. Limitando de esta ma 
ra la eficiencia de la traducción, es probable que se evite! 
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lisis prematura de la célula. Así, la lisis comenzará sola- 
mente después de que se hayan logrado suficientes copias 
de la proteina de la cápsida para el ensamblaje de particu- 
las víricas complejas. 
Finalmente, se produce el ensamblaje del fago y la libe- 
ación de los viriones a consecuencia de la lisis celular, Las 
propiedades de replicación de estos virus con RNA tan 
simples son también sencillas. El propio RNA vírico fun- 
ciona como un mRNA у la regulación se produce princi- 
palmente mediante el control del acceso de los ribosomas 
los sitios apropiados de iniciación de lectura en el RNA vi- 
лоо. 
Aunque se conocen diferentes bacteriófagos RNA де са- 
dena positiva, todavía no se ha identificado ninguno con 
oma RNA de cadena negativa. Sin embargo, se sabe que 
у algunos bacteriófagos que tienen RNA unicatenario 
'egmentado como material genético. De ellos, el mejor es- 
tudiado es d6, cuyo hospedador es Pseudomonas syringae 
Se trata de un virus con envoltura (rinse Figura 9.12), que 
parece estar estrechamente relacionado con los retrovirus 
[ase Sección 16.9), que infectan eucariotas. 


Y 16.1 Revisión de conceptos 


Hay una variedad de virus RNA que infectan bacterias. El pe- 
реб genoma RNA de estos virus bacterianos actúa directa 
"mente como mRNA y sólo codifica unas pocas proteínas. 


М. ¿Cuáles la diferencia entre los virus RNA de cadena posi- 
tiva y negativa? 


7 Qué se quiere decir cuando se habla de genes solapudos? 


Bacteriófagos con DNA 
unicatenario: 


viriones icosaédricos 


Se conocen varios bacteriófagos cuyos virianes contienen 
“шп genoma con DNA unicatenario. Son los virus corres- 
pondientes a la Clase I de la Clasificación de Baltimore. 
Antes de que se transcriba el genoma se tiene que sinteti- 
Zat una cadena complementaria de DNA (énse Sección 9.7 
у Figura 9.11). Todos los bacteriófagos de la CECT] se em- 
Paquetan únicamente en el DNA de cadena positiva (es de- 
t; no se conocen bacteriófagos con DNA negativo). En esta 
"sección trataremos de uno de esos fagos, el фХ174, que ha 
tenido una gran importancia en los estudios de replicación 
¿del DNA, En la siguiente sección trataremos el bacterióf 
filamentoso unicatenario M13, que es un instrumento 
extremo interés en ingeniería genética y cuyo ciclo vital 

jes diferente del фХ174. 
El bacteriófago 4X174 es uno más entre diversos virus 
imilares con genoma DNA unicatenario circular y virión 
совае гісо. Estos virus son muy pequeños, de unos 25 nm 
diámetro, у el elemento principal para la construcción de 
la cubierta proteica es una sola proteína presente en 60 со- 
pias (el número mínimo de subunidades proteicas posibles 
еп un virus icosaédrico), a la que se adhieren otras protei- 
[паз еп los vértices del icosaedro para fabricar estructuras fu- 
ев (nvase Figura 9.12). Estos diminutos virus DNA 


poseen solamente una pequeña cantidad de información 
genética en sus genomas. En la replicación de los virus 
DNA se usa la maquinaria replicativa del DNA de la célu- 
la hospedadora 


El genoma del fago фХ174 

El fago фХ174 infecta Escherichia coli, Su genoma consta de 
una molécula circular y unicatenaria de 5386 nucleótidos. 
El DNA del 4X174 fue el primero en secuenciarse total- 
mente, lo que supuso un logro notable para el grupo de 
Frederick Sanger en 1977. Actualmente la secuenciación de 
DNA es un proceso rutinario (véase Sección 10.13), El fago 
ФХІ74 es interesante también porque fue el primer ele- 
mento genético en el que se demostró la existencia de genes 
solapados (véase Sección 16.1), En virus muy pequeños, como 
el ФХ174, no hay suficiente DNA para codificar todas las 
proteínas especificadas por el virus, a menos que algunas 
secuencias nucleotídicas viricas se lean más de una vez en 
diferentes fases de lectura (Figura 163) 

Сото se aprecia en el mapa genético de 4X174, las se- 
cuencias de los genes D y E se solapan, y el gen E está con- 
tenido por completo dentro del gen D, Además, el codón de 
terminación del gen D se solapa con el codón de iniciación 
del gen J. En el genoma del фХ174 ocurren otros ejemplos 
de solapamiento (Figura 16.3), Además, de una pequeña 
proteína codificada por el gen A, la llamada proteína А", se 
forma por reiniciación de la traducción (no de la transcrip- 
ción) dentro del mRNA del gen A, con lo que la proteina 
A" es leída y terminada a partir de la misma fase de lectu- 
та del mRNA que la proteina A, pero con un punto de ini- 
ciación en un codón interno diferente. 


Replicación del DNA por el mecanismo 
del círculo rodante 
El proceso de replicación de una molécula de DNA circular 
y Unicatenario presenta un interés considerable porque el 
DNA celular se replica siempre en una configuraicón bie 
tenaria (véase Sección 7.5). La cadena de ОМА en fagos con 
DNA unicatenario tiene sentido positivo. En Ja infección, 
ема cadena de DNA se separa de la proteína de la cubier- 
ta y su entrada en la célula se acompaña de su conversión 
а una forma de DNA bicatenario, llamada la forma repli- 
cativa (FR) (Figura 16.30). Las proteínas celulares que in- 
tervienen en la conversión del DNA vírico a FR-DNA son 
enzimas como la primasa, la ОМА polimerasa, la ligasa y la 
girasa. El virus no codifica ninguna proteina para llevar а 
cabo esta conversión 

En las células, la replicación de la cadena copiada en 
forma discontinua requiere la formación de RNA cebadores 
cortos mediante una enzima llamada primasa (vénse Sección 
7.5). Estos RNA cebadores se forman de modo discontinuo 
sobre la cadena copiada y luego se eliminan y reemplazan 
por DNA mediante la DNA polimerasa (nase Figura 7.19). 
La replicación del DNA de 4X174 es similar pero, por su- 
puesto, el DNA es un circulo cerrado unicatenario. Para ini- 
ciar la replicación de este DNA, la primasa síntetiza de un 
pequeño RNA cebador en uno о más sitios específicos de 
iniciación. El DNA se sintetiza a continuación por la DNA 
polimerasa Ш y el cebador queda eliminado y es reem- 
plazado por DNA mediante la DNA polimerasa І, exacta- 
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(b) Proceso de multiplicación del vius 4X174 


Bactendlago 4X174, un fago con ОМА unicatenario. 
(a) Mapa genético. Adviértase que hay regiones con genes solapados. 
(WB, KIB, КІС, К/А, А/С y D/E). Las regiones intergénicas no están 
coloreadas. La proteína A” se forma usando sólo parte de la secuen- 
cia que codifica el gen A рог relniciación de la traducción (véase el 
texto), (b) Proceso de multiplicación del 4X174. La producción de la 
descendencia de ss ОМА a partir de la forma replicativa ds ОМА se re~ 
айга por el modelo de replicación del circulo rodante y зе muestra con 
mås detalle en la Figura 16.4. 


mente igual que en el caso de la cadena copiada. Esto 0 
gina la formación de la forma replicativa completa de DNA 
bicatenario circular o FR-DNA. 

Una vez que se ha formado el intermediario replicati 
la replicación del DNA ocurre mediante replicación 
conservativa convencional a través de formas int 
rias (véase Figura 7.16), dando lugar a la formación d 
nuevas moléculas de FR-DNA. Sin embargo, la fo 
de genomas víricos unicatenarios supone un tipo de п 
nismo replicativo diferente denominado replicación enci 
culo rodante (Figura 164). El círculo rodante surge 
se rompe una cadena y el extremo 3' de este corte se 
сото cebador para la síntesis de una nueva cadena. La 19 
tación continuada del circulo conduce а la síntesis de un 
estructura unicatenaria lineal. La síntesis es asimétrica ро 
que sólo una de las cadenas sirve como molde, Esto co 
trasta con lo que ocurre con el fago lambda, en el que am 
cadenas se replican cuando la infección está avanzada 
diante un mecanismo de círculo rodante (vase Figura 9 
En el 4X174, la síntesis comienza cuando la proteína cod 
ficada por el gen A, llamada proteína A, rompe la с; 
positiva de FR. Cuando la longitud de la cadena en cre 
miento alcanza el equivalente a una unidad del genoma: 
rico (5386 residuos en el caso del ¢X174), la proteína 
rompe y luego liga los dos extremos de la cadena ты 
sintetizada para formar un DNA unicatenario circular. 


Transcripción y traducción del (X174 
La síntesis de mRNA vîrico está dirigida por el FR-DNA, А 


síntesis de mRNA comienza en distintos promotores 


cipales y termina en varios sitios (véase el mapa, Fig 
16.3). Las moléculas de mRNA policistrónico (Sección 
son traducidas después en distintas proteínas fágicas. Со 
se ha podido observar, algunas proteínas se obtienen del 
transcritos formados a partir de diferentes fases de 

de las mismas secuencias де DNA (genes solapantes). 
sulta impresionante la eficiencia con la que un genoma 
pequeño como el de фХ174 puede manifestar multiples! 
ciones. 

Por último, se produce el ensamblaje de las partículas 
ricas maduras. La liberación de viriones de la célula es ей 
sultado de la lisis celular, un proceso en el que particip 
proteína codificada por el gen Е, Es interesante ol 
que la proteína E actúa inhibiendo la actividad de una 
las enzimas que participan en la síntesis de peptidog 
de la pared celular. La lisis celular se produce a causa del 
fragilidad de ese material de nueva. 


Ж 16.2 Revisión de conceptos 


El genoma del DNA unicatenario del virus фХ174 es tan 
queño que sólo la presencia de genes solapantes permite la 
dificación de sus funciones esenciales, Este virus proporcia 
el primer ejemplo de genes solapantes. La producción del D 
de la descendencia vírica se produce mediante un mecanisr 
«círculo rodante. 

/ Siel ácido nucleico del genoma del ФХ174 tiene co 
Són positiva, ¿por qué no se puede usar directamente аз 
mRNA? 

4 iEn qué difiere la forma replicativa del ácido nucleico: 
co de la del ácido nucleico encontrado en el virión? 
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Una vuelta completa 


Replicación por el modelo del circulo rodante. La ra- 
picación empieza en el punto de origen por rotura de una cadena de 


DNA (en el 4X174 la cadena rota es la cadena positiva y la proteína del 
¿gen A es la encargada de la rotura). Después de que зе ha sintetizado 
юа nueva cadena (una vuelta del circulo), la proteina del gen А corta 
la cadena nueva y liga sus dos extremos. 


Bacteriófagos con DNA 
unicatenario: 
viriones filamentosos 


Los fagos filamentosos con DNA son muy distintos del 
ФХ174 y presentan simetría helicoidal en vez de icosaédrica. 
El fago МІЗ es el miembro más estudiado de este grupo, que 
infecta a Escherichia сой, pero los fagos f1 y fd también están 
incluidos en este grupo. Como ocurre en los bacteriófagos 
pequeños соп RNA, estos fagos filamentosos con DNA іп- 
fectan solamente células donadoras, pues penetran tras la fi- 
jación a pelos o fimbrias sexuales (vinse Sección 109). Aunque 
estos fagos son lineales (filamentosos), contienen un DNA 
circular unicntenaria. El DNA no es autocomplementario, de 
modo que las dos mitades de la molécula circular que ocu- 
pa la partícula vírica en toda su extensión forma enlaces en 
los extremos, pero exhiben muy poco apareamiento de bases. 
El fago M13 tiene amplio uso como vector de clonación y ve- 
hículo de secuenciación de DNA en estudios de ingeniería 
genética (véase Sección 15.1). El virión del M13 tiene sólo 6 nm 
de ancho pero 860 nm de largo. Estos (аро filamentosos con 
DNA tienen además la interesante propiedad de liberarse de 
la célula sîn causar la muerte de la célula hospedadora, Рог 
tanto, una bacteria infectada con el fago МІЗ puede conti- 
nuar creciendo mientras libera partículas víricas. La infec- 
ción vírica causa un cierto retraso en el crecimiento celular, 
pero la célula es capaz de coexistir con su virus. Se puede 
Observar, por tanto, la formación de calvas, que aparecen 
como áreas de crecimiento celular reducido sobre el resto del 
césped bacteriano no infectado. 

Muchos aspectos de la replicación del DNA en los fa- 
gos filamentosos son similares a los del фХ174. La liberación 
sin muerte celular tiene lugar por un proceso de gemación 
mediante el cual el extremo de la partícula vírica que con- 
tiene la proteína A sale siempre de la célula en primer lugar 
(Figura 16.5). No existe acumulación intracelular de partí- 
culas víricas; el ensamblaje de los viriones maduros ocurre 
а nivel de la cara interna de la membrana citoplasmática y 
tal ensamblaje está acoplado al proceso de gemación. 

Algunas propiedades de estos fagos los convierten en 
vehículos adecuados para el clonaje y secuenciación de 
DNA. En primer lugar, tienen DNA unicatenario, lo que 
significa que la secuenciación se puede realizar por el 
método de dideoxinucleótidos de Sanger (vénse Sección 
10.13). Segundo, mientras que las células infectadas se man- 
tengan en crecimiento pueden ser conservadas indefinida- 
menre con el DNA clonado, de modo que suponen una 
fuente continua y disponible del DNA clonado. Tercero, po- 
seen un espacio intergénico que no codifica proteínas y que 
puede ser reemplazado por cantidades variables de ОМА. 
foráneo. 


/__16.3 Revisión de conceptos 


Algunos virus соп DNA unicatenario, como МІЗ, poseen vi 

nes filamentosos. Estos virus son muy útiles en la secuencia 

del DNA. Poseen además la propiedad de poder reproducirse 

y ser liberados sin necesidad de matar al hospedador. 

+ ¿Cómo pueden liberarse virus M13 sin matar la célula hos- 
pedadora infectada? 
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tración del modo por el que el virión de un fago fF- 
lamentoso unicatenario (tal como M13 o fd) sale de la célula infectada 
sin lisarla. La proteina A pasa primero а través de la membrana en el 
lugar en el que se han embabido primero las moléculas de la proteina 
¿e la cubierta, El DNA circular intracelular está recubierto por dimeros 
de otra proteina lágica, que es desplazada por la proteina de la cu- 
bierta а medida que el DNA pasa a través de la membrana citoplas- 
mática intacta. 


Bacteriófagos con DNA 
icatenario: Т7 


Los bacteriófagos соп DNA bicatenario se encuentran entre 
los microorganismos mejor estudiados y ya se han tratado 
dos de ellos, T4 y lambda (véanse Secciones 9.9 y 9.10). Hay 
otros dos ejemplos que vamos a tratar en ésta y en la sección 
siguiente por su importancia como modelos para la com- 
prensión de la biología molecular y la regulación genética. 
Son los bacteriófagos T7 y Mu. 


Replicación del bacteriófago Т7 
El bacteriófago T7, así como el estrechamente relacionado 
son virus relativamente pequeños que contienen DNA y 
que infectan Escherichia coli. (Algunas cepas de Shigella y Pas- 
teurella son también hospedadoras de Т7.) El virión tiene ca- 
beza icosaédrica y una cola muy pequeña (wose Figura 9.12). 

El genoma del T7 es una molécula lineal de DNA bica- 
tenario con 39.936 pares de bases. Cerca del 92% del DNA 
del Т7 codifica proteínas. En el genoma del T7 también se 
presentan genes solapados, así como otras estrategias del 
tipo de la reiniciación traduccional interna y del cambio de 
fase de lectura dentro de ciertos genes, aparentemente para 
optimizar la economía 

En la Figura 16.6 se muestra el mapa genético del T7. 
El orden de los genes influye sobre la regulación de la mid- 
tiplicación vírica. Cuando el virión se fija a la célula bac- 
teriana el DNA se inyecta linealmente, y los genes del 


«extremo izquierdo» del mapa genético siempre entran 
los primeros en la célula. Varios genes de este extremo iż- 
quierdo del DNA se transcriben inmediatamente por la 
RNA polimerasa celular usando tres promotores que están 
muy próximos espacialmente. Una de estas proteínas tem- 
pranas inhibe el sistema de restricción del hospedador. 
Esta proteína se sintetiza antes de que el genoma del Т7 
entre por completo en la célula. Otra de estas proteínas 
tempranas es una RNA polimerasa vírica, denominada 
RNA polimerasa Т7. Otras dos moléculas de mRNA tem- 
ргапо codifican proteínas que detienen la acción de la 
RNA polimerasa del hospedador, inhibiendo por tanto la 
transcripción de los genes tempranos así como la trans- 
стірсібп de los genes celulares, Por tanto, la RNA poli- 
merasa del hospedador sólo se usa para transcribir unos 
pocos genes iniciales y para obtener el mRNA que codi- 


БОЕО Napa genético del ago 17 que muestra los números. 
де los genes, sus tamaños aproximados y las funciones de los pro- 
ductos génicos. La transcripción de los promotores tempranos la ев. 
liza la polimerasa RINA del hospedador. La transcripción de los demás 
promotores la realiza la polimerasa АМА del T7. Los genes se designan 
por números. 
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fica la RNA polimerasa específica del virus y otras cuan- 
tas proteínas. La RNA polimerasa específica del fago se 
encarga entonces de los principales procesos de trans- 
cripción del fago. Esta RNA polimerasa Т7 usa sólo pro- 
motores específicos del fago que están distribuidos por 
las regiones del centro-izquierda y del centro del genoma 
(véase Figura 16.6). La RNA polimerasa Т7 es muy especi- 
fica para estos promotores (cuya secuencia no está rela- 
допада con la de los promotores típicos de Escherichia coli) 
y es, además, una enzima extraordinariamente efectiva. 
(La ingeniería genética aprovecha esto para modelar genes 
que pueden ser expresados fácilmente; vénse Sección 31.4.) 
Adviértase que esta situación es diferente a la del fago T4, 
el cual usa la polimerasa RNA del hospedador y la RNA 

limerasa modificada durante toda la infección (véase 
Ea п 9.9). 

La replicación del DNA del Т7 comienza en un único 
“origen de replicación (indicado en la Figura 16.6) y conti- 
núa luego bidireccionalmente a partir de ese origen (Figura 
1167). Al microscopio electrónico se pueden reconocer mo- 
culas de DNA del Т7 en replicación por las estructuras 
¡Características que forma, Debido а que el origen de repli- 
¡ación está próximo al extremo izquierdo, con frecuencia 
зе ven moléculas en forma de Y o, en fases de replicación 
is temprana, con forma de burbuja (Figura 16.7). A dife- 

cia de la situación que describimos para el фХ174, la re- 

ación del DNA del T7 requiere la participación de 
Farias proteínas que están codificadas por el virus (véase GAH CD EF G 
¡Sección 16.2). 

Una característica estructural del DNA del T7 que es SRECDEFA 

Importante en su replicación es que existe una repetición Aparearniento de repeticiones terminales no replicadas 

inal directa de 160 pares de bases en los extremos de la 
йа. Para replicar el DNA de las proximidades del GAB CDE FG 
stremo 5', se tienen que eliminar las moléculas de RNA 

bador antes de que acabe la replicación. Queda, por con- CABC EFG 

nte, una porción del DNA del T7 no replicada en el Unión de moléculas nuevas y viejas por la DNA Nasa, 

5' de cada cadena (véase parte inferior de la tormando un concatémero 

ra 16.70). Como se discutió en la Sección 7.7, los ele- 
itos genéticos constituidos por DNA lineal tienen una 
plia variedad de estrategias para resolver este proble- 
еп ви replicación. La estrategia de Т7 es similar a la de 
involucra a las secuencias terminales repetidas (vés- 
¡Sección 9.9). Los segmentos unicatenarios еЗ’ de dos 
léculas distintas de DNA, por ser complementarios, 
aparearse formando una molécula de DNA que 
dos veces más larga que el DNA original del Т7 
gura 16.70). Las porciones no replicadas de esta estruc- 
ira bimolecular en tándem pueden así completarse me- 


ЖЕ] Peplicación del genoma de DNA bicatenario у nea 
bnctercago Т7 (a) Pepicación bidireccional del DNA que бога tor- 
en sbucie= y en -Y». (9) Formación de concatémeros mediante 
n de moléculas de DNA por los extremos terminales по repicados 
¡designación de los genes es arbitraria. (с) Producción de moléculas. 
iras de DNA virico a partir de concatémeros de Т7 por acción de 
jendonucieasa. Izquierda: la enzima produce cortes unicatenarios de 
especificas (Mechas); la polimerasa DNA completa los ex- 
оз Unicatenarios; derecha: molécula madura de Т7, con repeticio- 
jerminales. Compárese la Figura 16.76 con la Figura 9.13. 
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diante la acción de la DNA polimerasa y la DNA ligasa, 
originando una bimolécula lineal llamada un concatémero. 
Por replicación continuada y recombinación se puede Ile- 
gar a la formación de concatémeros de considerable lon- 
gitud, pero al final una endonucleasa codificada por el 
fago corta cada concatémero en un lugar específico, dan- 
do como resultado la formación de moléculas lineales del 
tamaño de las del virus, con repeticiones terminales (Fi- 
gura 16.7с). Debido a que T7 (al igual que lambda, pero a 
diferencia de T4) corta el DNA que se va a empaquetar en 
secuencias específicas, la secuencia que empaqueta es 
siempre la misma. Hay que recordar que T4 emplea un 
mecanismo de corte destinado a completar la cabeza, lo 
cual indica que su DNA además de redundante en las 
terminaciones también permuta circularmente (véase Sec- 
ción 9.9). 


Y 16.4 Revisión de conceptos 


El genoma de DNA bicatenario del bacteriófago Т7 sie 

netra en la célula hospedadora 

RNA polimerasa codi 

dios, La estrategia replicativa del genoma lineal 
ones terminal 


габа por el virus transcribe los genes tar 
е T7 inclu 


y recombinación. 


el hecho de que 
«аша en una û 


Опо de los bacteriófagos más interesantes es el denomina- 
do Mu. Como el lambda, este virus es atemperado pero tie 
ne la propiedad poco común de replicarse como un 
elemento transponible (véase Sección 7.4 у Capítulo 10.11). 
Su denominación deriva de que es un fago mutador, indu- 
ciendo mutaciones en el genoma del hospedador en que se 
integra. Esta propiedad mutagénica de Mu se debe a que el 
genoma del virus se inserta en el medio de genes del hos- 
pedador, inactivando estos genes (y por tanto, que el hos- 
pedador infectado con Mu se comporte comeun mutante). 
Mu es un fago muy útil porque se puede usar para generar 
de modo sencillo una gran variedad de mutantes bacteria- 
nos, Además, como se comentará en el Capítulo 10, Mu se 
puede utilizar en ingeniería genética 
Los elementos transponibles son secuencias de DNA 
que tienen la capacidad de moverse de un sitio a otro como 
elementos discretos. Se encuentran tanto en procariotas 
como en eucariotas y tienen un papel importante en la 
ariación genética (véase Sección 10.11 para una discusión 
detallada de la transposición). Mu es un elemento trans- 
ponible muy grande pero muy eficiente. Replica su DNA 
por transposición. 


Estructura y mapa genético de Mu 

Estructuralmente, el bacteriófago Mu es un virus grande 
con DNA bicatenario, una cabeza icosaédrica, una cola he- 
licoidal y seis fibras en la cola (Figura 16.8). El mapa gené- 


AR coge sicions de улен dl Бастен 
Mu, tapo mutado, 


tico de Mu se muestra en la Figura 16.90. Se puede obser 
var que la mayor parte de la información genética tiene quë 
ver con la síntesis de la cabeza y de la cola, pero que en 
cada extremo hay genes importantes relacionados con la 
replicación y la inmunidad. La molécula de DNA дегт 
del virión tiéne una longitud aproximada de 39.000 pares de 
bases (39kb), pero sólo 37,2 kb representan el genoma тей 
de Mu. Esto se debe а que ambos extremos de esta moléculh 
de DNA contienen DNA del hospedador, En el extremo iz 
quierdo del DNA de Mu hay 50-150 pares de bases del hoge 
pedador, y en el derecho 1-2 Kb del mismo origen. Estas 
secuencias del hospedador no son únicas y representan 
DNA adyacente a la localización donde Mu estuvo inser 
el genoma de su anterior hospedador. Durante la 
jón de una particula de fago, Mu se corta del поб 
pedador una longitud de DNA (que contiene el genoma del 
fago Mu) lo suficientemente larga como para llenar la сё 
beza del fago, comenzando por el extremo izquierdo. El 
DNA se enrolla hasta que la cabeza está llena, pero el sii 
de corte en el extremo derecho varía de una partícula 

fago a otra. Por esta razón, como se muestra en el mapa ges 
nético, existe una secuencia variable de DNA celular endl 
extremo derecho (a la derecha del sitio attR) que represen 
ta el DNA del hospedador empaquetado en la cabeza del 
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Жем 
ттсвтса 


Bacteriótago Mu. (а) Mapa gendtico,de Mu. Véase ai 


[segmento invertible G, que son diferentes. También hay un gen с mi- 

que codifica un represor, y un gen С mayúscula, que codifica 
proteina activadora, La región que codifica los ganes de la cabe- 
у de la cola no está representada a escala. (Б) Integración de Mu en 
[DNA del hospedador, mostrando la generación de una duplicación 
Осо pares de bases өп el ОМА receptor 


y Cada virión formado por una célula infectada tendrá 
cantidad diferente de este DNA y su secuencia de ba- 
será diferente. 

Hay que advertir que los bacteriófagos tratados hasta 
¡momento tienen genomas DNA bicatenarios, Т4 (оёа- 
¡Sección 9.9), Т7 (véase Sección 16.4), lambda (vénse Sec- 

ón 9.10), y Mu, tienen todos de genomas lineales pero 

tres estrategias muy diferentes para replicar las 


terminaciones (véase Sección 7.7). T4 y Т7 poseen repeti 
ciones terminales y se valen de la recombinación para for- 
таг concatémeros; lambda circulariza su genoma después 
de la infección, y Mu siempre se replica como parte de 
una molécula DNA mayor. 

Сото se indica en el mapa genético (Figura 16.9), hay 
un segmento específico del genoma de Mu llamado С (dis- 
tinto al gen G) que se puede invertir, pudiendo estar pre- 
sente en la orientación G* o en la orientación invertida С. 
La orientación de este segmento determina el бро de fibras 
dela cola que son producidas para el fago. Como la adsor- 
ción a la célula hospedadora está controlada por la especi- 
ficidad de las fibras de la cola, el rango de hospedadores 
Че Mu queda determinado por la orientación que presente 
este segmento invertible en el fago. Si el segmento G está en 
una orientación designada G*, el fago podrá infectar la cepa 
KI2 de Escherichia coli. Si el segmento С está en la orienta- 
ción G7, entonces el fago infectará la сера С de E. coli y 
otras especies de bacterias entéricas. Las dos proteínas de 
las fibras de la cola están codificadas en cadenas opuestas 
dentro de este pequeño segmento С. A la izquierda del seg- 
mento С, hay un promotor que dirige la transcripción del 
segmento. En la orientación С", el promotor que dirige la 
transcripción de S y U es activo, 


scripción de 
los genes S'y И еп la cadena opuesta. La existencia de re- 
gulación por reordenamiento de secuencias de ОМА se co- 
посе en otros virus, así como en células procariotas у 
eucariotas. 


Replicación de Mu 
Cuando Mu infecta una célula, el DNA que se inyecta está 
protegido del sistema de restricción del hospedador por un 
sistema de modificación mediante el cual un 15% de los re- 
siduos de adenina están acetoamidados. A diferencia de 
lambda, la integración de DNA de Mu en el genoma del 
hospedador es esencial tanto para el ciclo litico como para 
el lisogénico. La integración requiere la actividad del pro- 
ducto del gen A, que es una transposasa. En el sitio donde 
se integra el DNA de Mu ocurre una duplicación de cinco 
pares de bases. Como se muestra en la Figura 16.9), esta 
duplicación en el DNA del hospedador se origina porque se 
hacen cortes escalonados donde se inserta Ми, y los seg- 
mentos unicatenarios resultantes se convierten a forma bi- 
catenaria como parte del proceso de integración. Esta 
duplicación de fragmentos cortos del DNA del hospeda- 
dor es típica de elementos transponibles de inserción (vén- 
se Sección 10.11). 

El ciclo lítico de Mu puede ocurrir tras la infección ini- 
cial, si no se forma el represor de Mu (que es el producto del 
gen ©), о por inducción de una célula lisogénica. En ambos 
casos, la replicación del DNA de Mu implica la transposí- 
ción repetida de Mu a múltiples sitios del genoma del hos- 
pedador. Al principio sólo ocurre la transcripción de los 
genes tempranos de Mu, pero después de que se expresa la 
proteína del gen С, que activa la síntesis del RNA tardío, 
tiene lugar la síntesis de las proteínas de la cabeza y de la 
cola de Mu. Al final se expresan las funciones líticas y se 
liberan las partículas de nuevos fagos maduros. 
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Mu es un bacteriófago atenuado a la vez que un elemento trans- 
ponible Tanto en su vía litica como lisogénica, su genoma se in- 
tegra en el cromosoma del hospedador. Incluso en la y 
metabólica lítica, su genoma se replica como parte de una mo- 
lécula DNA mayor. El genoma se empaqueta en el virión de tal 
manera que quedan secuencias cortas del DNA del hospedador 
еп cada extremo. 


2 {Ques un elemento transponible? 


/ ¿Qué mecanismo emplea Mu para asegurar que los extn 
mos de su genoma lineal se han replicado por completo? 


Las diferencias entre células procariotas y eucariotas im- 
ponen algunas restricciones a los virus que las infectan. Por 
ejemplo, en los procariotas los procesos de transcripción y 
traducción pueden acoplarse. En eucariotas, por el contra- 
rio, la transcripción (y la replicación de DNA) tiene lugar en 
el núcleo y la traducción en el citoplasma, Algunas de es- 
tas características se han discutido en el Capítulo 9, dentro 
de una visión general de los virus animales (véase Sección 
9.11). En ese capítulo, sin embargo, se ha tratado muy bre- 
vemente algunos tipos de virus y sólo las que infectan ani- 
males, Nuestro interés en los virus de animales también 
llamadas virus animales deriva en parte de su papel en las 
enfermedades humanas, Vamos a tratar entonces más vi- 
rus de este tipo en lo que queda de capítulo. Sin embargo, 
no todos los eucariotas son animales y en la siguiente sec- 
ción se ofrece una breve discusión de los virus de plantas 
o virus vegetales, 


EJ Virus de plantas 


Las paredes de las cólulas vegetales son extremadamente 
gruesas y fuertes. Algunos virus de plantas las infectan y, en 
las plantas multicelulares, se diseminan a partir de la célula 
infectada alcanzando las células vecinas. La gran mayoría 
de virus de plantas que se conocen son КМА de cadena po- 
sitiva y se ha postulado que estos pequeños facili- 
tan la transferencia de célula a célula dentro de la planta. 


Virus del mosaico del tabaco 

En 1892, Dmitri Ivanowsky, un científico ruso, mostró que 
el agente causante de la enfermedad del mosaico del taba- 
со era capaz de atravesar los filtros que retenían las bacte- 
rias. En 1898, el microbiólogo holandés Martinus Beijerick 
(vénse Sección 1.6) mostró que no sólo era filtrable, sino que 
además tenía muchas de las propiedades de un organismo 
vivo. Este agente, el primer virus reconocido, era el del mo- 
saico del tabaco (TMV). El TMV tiene un virión de simetría 
helicoidal (vénse Sección 9.2) y contiene 2130 copias de una 
proteína capsular y una sola copia del RNA de ca- 
dena positiva (véase Figura 9.2). Fue con ayuda del TMV 
сото se mostró por primera vez que el RNA podía ser el 
material genético, de la misma forma que el DNA lo era en 


otros virus y células. El TMV sigue siendo un problema gr 
уе еп agricultura, уа que infecta las plantas de tomate y d 
tabaco (aunque se dispone de líneas de plantas resistentes 
Para infectar una planta por TMV hay que dañar la р; 
de algunas células vegetales, a través de la cual puede р 
netrar el virión. La decapsidación se produce dentro de la 
célula. 

El genoma de TMV contiene 6395 nucleótidos; en la Fi 
gura 16.10 se muestra un mapa del q 
bacteriófago MS2 (vénse Sección 16.1), el TMV codifica с 
tro proteinas. El genoma tiene un extremo 5' (véase 
7.12) que puede ser traducido, y un extremo 3' doblado 
una estructura parecida al tRNA. Sin embargo, los иса 
tas no pueden traducir mRNA policistrónico (véase 
7.11), de manera que la expresión de todos estos genes & 
algo más complicada que en el caso de MS2 El primer 
codifica una proteína, МТН, соп dos dominios funcio 
una es una metiltransferasa que actúa en el encabeza 


siguiente codifica una polimerasa RNA dependiente d 
RNA que el virus tiene que sintetizar para replicar una 
pia de la cadena negativa а partir de la cual puede ya 
zar más copias del RNA genómico. Esta proteína sólo. 
sintetiza como parte de una políproteína que incluye los do 
minios МТН, y sólo cuando un ribosoma lee a través dol 
dûn de parada en el extremo del gen МТН. Como esto 
algo que no ocurre frecuentemente, esta proteína más 
se fabrica en pequeñas cantidades. Los dos genes resta 
codifican la еп movimiento (MP) y la proteína 
la cápsida (CP). Como los ribosomas eucariotas no р 

usar mRNA policistrónico, estos dos genes no se tradi 
directamente a partir del RNA genómico. En lugar de es 
se fabrican dos mRNA subgenómicos a partir del КМА, 
cadena negativa, y cada uno de ellos se traduce, dando 
de esas proteínas. Al igual que las proteínas de la cubies 
de otros virus, la de TMV es esencial para la formación de 
virión, El virión es esencial para infectar nuevas plantas, 
embargo, es la proteina de movimiento la que permite 
TMV infecte las células vecinas en una planta ya inf 


a 


¡genoma es una cadena RNA positiva que tiene un 
{<сар-) en su extremo 5' y una estructura similar al IANA | 
да mayor que а escala) en su extremo 3'. El gen МТН codifica Una 
taina con actividad de metilransferasa y de RNA helicasa. El gen 
codifica una АМА polimerasa dependiente de RNA que solamente; 
traducida como una poliproteina por ribosomas que leen a través 
сооп de parada («stop») que sigue al gen MTH. El gen MP codifica 
proteina de movimiento, y el gen CP codifica la proteina de la cubi 
ta. Estas dos proteinas son traducidas por los ANA subgénicos 
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Las células de plantas tienen estructuras denominadas 
plasmodesmos, que son conexiones intercelulares que ex- 
panden la pared celular. Los plasmodesmos poseen canales 
Muy estrechos, tanto que ningún virión TMV ni RNA libre 
puede atravesar fácilmente tales aberturas. La MP se une al 
"nuevo RNA genómico y forma complejos extremadamen- 
ledelgados (2,5 nm), que son los que se desplazan a través 
delos plasmodesmos. 

Tal como se ha indicado, se conocen muchos virus de 
plantas con RNA de cadena positiva, y hay también virus 
RNA de cadena positiva de Bacteria (véase Sección 16.1) y 
deanimales (vase Sección 167). El análisis de las secuencias 
indica que algunos de estos virus están emparentados, y 
que todas sus polimerasas RNA dependientes de RNA es- 
п relacionadas, Sin embargo, presentan ligeras diferen- 
бав en sus estrategias de replicación que, a menudo, tienen 
que ver con las diferencias existentes entre las células hos- 


pedadoras. 


Virus de Chlorella 
А menudo pensamos en los virus de plantas como aque- 
los que infectan los productos de la agricultura y también 
biras grandes plantas multicelulares. Existe, sin embargo, 
una enorme cantidad de plantas unicelulares, ninguna de 
ellas de más amplia distribución que las algas unicelulares 
(tae Sección 14.11). Entre ellas se encuentra el alga verde 
Chlorella. La mayoría de especies de Chlorella son de vida 
libre, pero algunas algas parecidas son endosimbiontes de 
inimales de aguas dulces o marinos, por ejemplo, proto- 
1008 como Paramecium (véase Sección 14.8). Algunos de 
tos, sin embargo, se pueden cultivar en el laboratorio con 
Independiencia del organismo en el cual suele crecer. Se co- 
Bocen virus que infectan esas algas «exsimbióticas» pare- 
idas а Chlorella, pero que no pueden infectar las formas 
'endosimbióticas. Se suelen denominar virus de Chlorella de 
los cuales el mejor estudiado es el virus Paramecium bursa- 

Ta corela 1 (PBCV-1). 
Estos virus poseen viriones grandes icosaédricos (ose 
| Figura 16.11) y genomas DNA bicatenarios. Los viriones 
nen un componente lipidico que es esencial para la in- 
fectividad pero que está dentro de la cápsida, con lo cual, 
tl virión no tiene cubierta. El genoma de los virus de Chlo- 
lla son extremadamente grandes, todos supéran los 300 
kb (para una comparación con otros virus, véase la Tabla 
11); En muchos casos, el DNA está también muy metila- 
до, hasta un 45% de la citosina está como 5-metilcitosina y 
más del 20% de la adenina está como 6-metiladenina. Sin 
irgo, en PBCV-1, cada una de estas bases modificadas 
presentan menos del 2% de las formas no modificadas. 
"E genoma de PBCV-1, que se ha secuenciado por completo, 
(бепе 330.742 bp у codifica más de 370 proteínas diferentes 
ЛОКМА» de transferencia. La estructura en horquilla del 
ireamiento de bases en las terminaciones del genoma 
есе de forma incompleta (véase Figura 7.8) de manera 
iy similar a lo que se encuentra en los poxvirus (ойле 

¡Sección 16.12). 
Estos virus penetran de forma parecida a como lo ha- 
los bacteriófagos. Se unen específicamente a la pared 
г de su hospedador, y después al menos cinco enzi 

¡diferentes que lleva el virión digieren la pared celular 


=— 


СКЦ Seccion ecuatorial de la reconstrucción de los. 
mapas de densidad del virus PBCV-1 de Chlorella alga verde: véase 
Sección 14.11). Debajo de la estructura de la cápsida, se observa una 
membrana bicapa lipidica El vnón tene un diámotro de aproximada: 
mente 170 nm. 


en el punto de contacto. El DNA vírico es liberado en la cé- 
lula lo tras de sí la cápsida vacía. 

Сото еп el caso de la mayoría de virus DNA bicatena- 
rio de eucariotas, el DNA de PBCV-1 se replica en el nú- 
cleo, y el RNA también se sintetiza allí. РВСУ-1 codifica 
algunas enzimas que intervienen en la replicación del DNA, 
entre ellas una DNA polimerasa pero, aunque codifica al- 
gunos factores de transcripción, no codifica su propia RNA 
polimerasa о alguna de las subunidades (ase Sección 7.8). 
Algunos de los genes de PBCV-1 contienen intrones que 
tienen que ser procesados (véase Sección 7.12). El mRNA 
inicial, pero no el tardío, tiene extremos poli-A, Al igual 
que el bacteriófago T4, PECV-1 codifica varios КМА, А di- 
ferencia de cualquier otro tipo de virus conocido (pero pre- 
sumiblemente igual que otros virus de Chlorella), РВСУ-1 
codifica un factor de elongación que se usa en la traduc- 
ción. 

Aunque en la actualidad los hospedadores conocidos 
de estos virus son solamente exsimbiontes aislados en el 
Laboratorio, los virus por sí mismos se encuentran bastan- 
te distribuidos en la naturaleza. En consecuencia, debe de 
haber muchos dores naturales. Además, los virus 
de Chlorella están relacionados con otros que infectan algas. 
Todos estos últimos poseen genomas de DNA bicatenario 
muy grandes, pero algunos de ellos son circulares, 

Todavía queda otro factor destacable en los virus de 
Chlorella, y es que codifican varios sistemas enzimáticos de 
restricción y modificación (véanse Secciones 9.6 y 10.12), De 
hecho, son la única fuente de enzimas de restricción fuera 
delos procariotas. 
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La mayoría de los virus de plantas tienen genomas RNA de ca- 
dena positiva, Un ejemplo de este tipo de virus es el del mosai- 
со del tabaco (TMV), el primer virus que se descubrió. Aunque 
estos virus penetran en la célula a través de roturas en la pared 
de la célula vegetal, sus genomas se pueden desplazar desde la 
célula infectada a las células vecinas por medio de conexiones 
intercelulares que expanden las paredes celulares. Se conocen 
otros tipos de virus vegetales, entre ellos los virus de Chlorella, 
que poseen genomas de DNA bicatenario de gran tamaño. 


Y 


La mayoría de virus RNA de plantas codifican una proteína 
de movimiento, ¿Cuál es su papel en la infección? 

Aunque el genoma del TMV se usa como RNA mensajero, 
то toda la proteína codificada por el virus se puede tradu- 
cir. Explíquese la razón. 


Virus de animales con RNA 
de cadena positiva 


De la misma forma que existen diversos bacteriófagos y 
virus de plantas con RNA de cadena positiva, también se 


Y 


(a) 


ШЇТЕГДИ =) Portícuia de poliovirus. Modelo diseñado 
рог computadora basado en el análisis de cristales de virus por 
difracción de electrones. Las distintas proteinas estructurales se 
muestran en distintos colores. (b) Reproducción del poliovirus. El 
ЯМА unicatenario del virus se traduce directamente como RNA 
mensajero, produciendo una gran molécula proteica. Esta pro- 
teina ве escinde, originando las proteinas viricas activas; éstas 
son, entre otras, las proteinas estructurales de la cubierta y la 
polimerasa RNA que replica el RNA del poliovirus. A continuación, 
бепе lugar el ensamblaje del virus completo a partir de las pro- 
teinas de la cubierta y del RNA. 


conocen muchas clases diferentes de virus de animales con 
este tipo de genoma. Un grupo importante de virus de ani- 
males RNA de cadena positiva es el de la familia picorna- 
virus, que tienen virus que causan infecciones en humanos. 
tan importantes como los poliovirus, los rhinovirus, que 
provocan el resfriado común, y el virus de la hepatitis A. El 
primer virus de animales que se descubrió fue el de la fie- 
bre aftosa o glosopeda, que es un picornavirus. Este nom- 
bre se debe а su diminuto tamaño (30 nm de diámetro; pico 
significa «pequeño», y contienen RNA unicatenario. La 
partícula vírica tiene una estructura simple icosaédrica, 
соп 60 unidades morfológicas por virión, cada una de las 
cuales se compone de cuatro proteínas distintas (Figura 
16.124), 

En los poliovirus, el RNA es una molécul 
7500 bases de longitud (véase Tabla 9.1). En el extremo 5f 
del RNA vírico se encuentra la proteína УР, que está uni- 
da covalentemente al RNA. En el extremo 3’ hay una pore 
ción de poli-A. 

La Figura 16.12b muestra un esquema global del modo 
de multiplicación de los poliovirus. El КМА del virus аб 
túa directamente como mensajero, Esto resulta notable 
puesto que el RNA no presenta encabezamiento («сар») 
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(nse Sección 7.12). El extremo 5' del RNA de los poliovi 
rus presenta una larga secuencia que se puede replegar 
¡sobre sí misma, formando varios bucles con tallo (véase Sec 
ción 7.10) que permiten la unión del ribosoma eucariótico. 
El RNA virico es топосізігбпісо, pero codifica todas las 
proteínas del virus formando una única poliproteína que es 
posteriormente escindida en las proteínas individuales. 
"odo el proceso replicativo ocurre en el citoplasma. 

Al iniciarse la infección, el virus se fija a un receptor es- 
pecifico sobre la superficie de una célula sensible y penetra 
en la célula. Una vez dentro, se decapsida y el RNA libre se 
asocia con los ribosomas. Entonces, el RNA vírico se tra- 
duce comenzando por un único punto de iniciación y se 
Torma la poliproteína grande mencionada anteriormente, 
¿Esta proteina gigante (de alrededor de 220 residuos de ami- 
hoácidos) sufre a continuación una autohidrólisis, gene- 
“tando unas 20 proteínas más pequeñas (incluyendo los 
intermediarios formados en las roturas), entre las que se 

ventran las cuatro proteínas estructurales de la partícula 

э. La proteína УР ligada al RNA, una RNA polimera- 
фә responsable de la síntesis de cadenas con polaridad ne- 
tiva, y al menos una proteasa codificada por el virus que 

а а cabo el proceso hidrolítico, Este proceso, llamado 

үп post-traduccional, ocurre en muchos virus de anima- 

así como en el metabolismo normal de las células 
les (vénse el cuadro «Procesado de proteínas», en el 


Icación de los 
ación del RNA vírico comienza poco después de 
ción y está catalizada por la RNA polimerasa de- 


diente de RNA (replicasa) que se forma en el proceso 
Ио en el párrafo anterior. Esta replicasa transcribe el 


aria de RNA de sentido negativo, la cual sirve lue- 
сото molde para la transcripción repetida que origina 
cadenas positivas de la descendencia. Algunas de es- 
cadenas positivas pueden ser transcritas de nuevo a 
denas negativas, de modo que en la célula pueden Ile- 
a estar presentes hasta 1000 cadenas de polaridad ne- 
A continuación, a partir de estas cadenas se puede 
mar un millón de cadenas positivas. Las cadenas posi- 
y las negativas llegan a estar covalenteíente unidas 
la pequeña proteína VPg (que consta sólo de 22 ami- 
bicidos), y que podría servir como cebador para la trans- 
jón. 


Cuando comienza la multiplicación del virus, se inhibe 
sintesis de RNA y de proteína del hospedador. La sínte- 
фе proteína resulta inhíbida como consecuencia de la 
trucción de una proteína del hospedador que se une al 
iento de los mRNAs y es requerida para su tra- 

Eción (véase Sección 7.12) 
Еп un tiempo, la polio fue una de las principales enfer- 
dades infecciosas humanas, pero el desarrollo de una 
efectiva (vénse Sección 22.11) consiguió un control 
pleto de la enfermedad. La Organización Mundial para 
d dispone de un programa de vacunación que trata 
erradicarla, y diversos informes a finales del año 2000 
гагоп que su presencia estaba limitada a algunos 

es de África y al subcontinente indio. 


/__16.7 Revisión de conceptos 


En virus pequeños RNA, como el de la polio, el RNA vírico ac- 
túa directamente como RNA mensajero único, originando la 
producción de una larga políproteína que se rompe enzimáti- 
camente en varias proteínas pequeñas, necesarias para la repli- 
cación del ácido nucleico y el ensamblaje del virus. 

Y ¿Qué es un encabezamiento y cuál es su función normal? 
¿Cómo puede el RNA de un poliovirus sintetizarse en el ci- 


toplasma mientras que el RNA del hospedador se sintetiza 
enel núcleo? 


Misc 
de cadena negativa 


En algunos virus de animales con RNA, el ácido nucleico no 
sirve directamente como mensajero sino que es transcrito û 
una cadena complementaria que funciona como mRNA. 
Сото se comentó en la Sección 9.7, se expresa convencio- 
nalmente como positiva la configuración del mRNA, de 
modo que si la cadena del RNA genómico es de comple- 
mentariedad opuesta se designa como negativa. En conse- 
cuencia, este grupo de virus se denomina virus con RNA de 
cadena negativa, о de cadena menos y se encuentran en la 
Clase Y de la Clasificación de Baltimore (véase Tabla 9,2), 
Consideramos aquí dos grupos de virus importantes: los 
rhabdovirus, que incluyen el virus de la rabia, y los orto- 
mixovirus, que incluyen el virus de la gripe. El virus Ébo- 
la, que es un palógeno humano responsable de una nueva 
enfermedad infecciosa (véase Sección 25.10) es también un 
virus RNA de cadena negativa. 


Rhabdovirus 

Uno delos patógenos humanos más importantes es el virus 
de la rabia, que es RNA de cadena negativa, y causa dicha 
enfermedad en animales y en humanos (véase Sección 27.1). 
La denominación rhabdovirus deriva de rhabdo, que signifi- 
ca «bastón», en referencia a la forma de la partícula víric 
Otro rhabdovirus que ha sido ampliamente estudíado es el 
virus de la stomatitis vesicular (VSV) (Figura 16.13), que 
ocasiona esa enfermedad en vacas, cerdos, caballos y, al- 
gunas veces, en humanos. Muchos rhabdovirus, como el 
virus del enanismo amarillento de la patata, infectan tanto 
а insectos como a plantas y pueden causar graves proble- 
masen la agricultura. (No se conocen bacteriófagos RNA de 
cadena negativa.) 

Los rhabdovirus son virus con una extensa y compleja 
envoltura lipidica que rodea la nucleocápsida (Figura 
16.13). En los rhabdovirus animales la vírica tie- 
ne forma de bala, con 70 nm de diámetro y 175 пт de lon- 
gitud. La nucleocápsida tiene simetría helicoidal у repre- 
senta sólo una pequeña parte del peso de la partícula vírica 
completa (el RNA del virión representa el 2-3%). El virión 
contiene varias enzimas que son esenciales en el proce- 
so infectivo. Una de ellas es una RNA polimerasa RNA de- 
pendiente. Como se comentó en la Sección 9.7, la presencia 
de RNA polimerasa resulta esencial, porque el genoma de 
estos virus tiene polaridad negativa y no puede actuar 
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f Fiaura 16.13 Weoo оогон de ол rabos (a ds 
[a оопай vesicula. В (тео apronimado de una parti ss 
ватт 


сото mensajero directamente sino que tiene que ser trans- 
crito en una cadena complementaria positiva. En el hospe- 
dador no existen enzimas que puedan transcribir RNA а 
partir de RNA, 

El RNA de los rhabdovirus se transcribe en el citoplas- 
ma celular en dos clases diferentes de RNA (Figura 16.14). 
El primer tipo de síntesis de RNA origina una serie de 
RNAs mensajeros а partir de los diversos genes víricos (el 
VSV tiene cinco). El segundo tipo origina una cadena posi- 
tiva de RNA que es una copía del genoma vírico completo 
(el genoma del VSV tiene 11.162 nucleótidos de longitud). 
Estas largas cadenas de RNA sirven entonces de molde para 
la síntesis de las cadenas negativas de RNA, que servirán de 
genomas para la descendencia de viriones. Cada uno de los 
MRNA es monocistrónico, es decir, codifica una sola pro- 
teína. Una vez que se forma el mRNA correspondiente a la 
RNA polimerasa vírica en este proceso de transcripción 
primaria, comienza la síntesis de tal enzima, Tò que lleva a 
la aparición de muchas cadenas positivas de RNA, tanto de 
moléculas de mensajeros como de moldes con la longitud 
del genoma vírico completo, 

La traducción de los mRNA víricos origina la formación 
de las proteínas de la cubierta. El ensamblaje de un virus 
соп envoltura es considerablemente más complejo que el 
de una partícula de un virus simple. Se forman dos clases 
de proteínas de la cubierta, las proteínas de la nucleooópsida 
y las proteínas de la envoltura, La nucleocápsida se forma pri- 
mero, por asociación de las moléculas de proteína alrededor 
del RNA vírico, 

Las proteínas de la envoltura, que poseen una secuencia- 
señal en sus extremos amino-terminales (véase Sección 7.16) 
se sintetizan en complejos ribosómicos y se asocian con 
membranas. Cuando estas proteinas se están sintetizando, 
se añaden restos de azúcares para formar glicoproteínas. És- 
tas se transportan hasta la membrana citoplásmica (con pér- 


Descendencia 
vírica 


СИХ (с e munipicacion de un virus con RNA de oa 


dena negativa. 


dida de la secuencia-señal), donde reemplazan a las protei- 
паз de membrana del hospedador. Las nucleocápsidas emi- 
gran luego a las áreas de la membrana citoplásmica donde 
se localizan estas glicoproteínas específicas del virus, que 
son reconocidas con una elevada especificidad. Las nucles 
ocápsidas se alinean con las glicoproteínas y geman a tra 
vés de ellas, quedando recubiertas por las glicoprateínas 
еп el proceso. El resultado final es un virión con envoltura, 
formado por una nucleocápsida central y una envoltura 
membranosa cuyos lípidos proceden de la célula hospedar 
dora pero cuyas proteínas están codificadas por el virus 
Por sí mismo, el proceso de gemación no causa daños des 
tectables a la célula, que puede continuar liberando virio- 
nes de ese modo por tiempo considerable, (Se producen 
daños sobre el hospedador, pero están causados por facto: 
res desconocidos.) 


Virus de la gripe y otros ortomixovirus 

Otro grupo de virus con cadena de polaridad negativa y 
de gran importancia es el de los ortomíxovirus, que cone 
tiene el virus de la gripe en humanos. El término mixo ie 
dica que estos virus interaccionan con el mucus de las 
superficies celulares. En el caso del virus de la gripe, estes 
mucus es el de las membranas mucosas del tracto respiras 
torio, ya que estos virus se transmiten fundamental 

te por la ruta respiratoria (vénse Sección 26.8), El término! 
orto se añade a este grupo para distinguirlo de otro тарӣ 
de virus con cadena negativa, los paramixovirus, que й 
cluyen representantes tan importantes para los humanos! 
сото el virus de las paperas y el del sarampión. La bio 
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logía molecular de los paramixovirus es, en realidad, si- 
milar a la de los rhabdovirus. Los ortomixovirus se han 
estudiado profusamente durante muchos años, empe- 
zando con la pandemia de gripe de 1918, que causó la 
muerte de millones de seres humanos en todo el mundo 
(tase Sección 26.8). 

Los ortomixovirus son virus con envoltura en los que 
el RNA se presenta en el virión en forma de segmentos se- 
Parados. Se dice, por tanto, que el genoma de los ortomi- 
xovirus es un genoma segmentado, En el caso del virus A 
dela gripe, el genoma está segmentado en ocho moléculas 
lineales unicatenarias cuyo tamaño varía de 890 a 2341 nu- 
deótidos. La nucleocápsida del virus de la gripe es helicoi- 
dal, con 6-9 nm de diámetro y cerca de 60 nm de longitud. 
Esta nucleocápsida está incluída en una envoltura que tie 
ne varias proteínas específicas del virus, así como lípidos 
derivados de la célula hospedadora (Figura 16.15). 


peo 
ГЛ 


ШЕШЕГЕ Estructura зе nên де la опре (a) Micrograña aiec- 
fónica. {b} Diagrama, mostrando algunos de los componentes. 


Como el virus de la gripe abandona la célula por ge- 
mación, el virus no presenta una forma definida y se de- 
nomina polimórfico (Figura 16.150). En la parte externa 
de la envoltura existen espículas que interaccionan con la 
superficie de la célula hospedadora. Un tipo de еѕрісша 
se denomina hemaglutinina, porque provoca la aglutina- 
ción de los glóbulos rojos. (La aglutinación es un proceso 
por el que las células se agrupan cuando se mezclan con 
un anticuerpo u otra molécula proteica o de polisacárido 
que se combina específicamente con una sustancia de la 
superficie celular, como se describe en la Sección 24.8.) Si 
las células que experimentan aglutinación son los glóbu- 
los rojos о hematícs, el proceso se denomina hemaglutina- 
ción (el término hema se refiere a la sangre). El glóbulo rojo 
no es el tipo de célula que el virus suele infectar normal- 
mente, pero contiene en su superficie el mismo сотро- 
nente de membrana, caracterizado químicamente como 
ácido siálico, que presentan las células de la mucosa del 
tracto respiratorio. Por tanto, los glóbulos rojos constitu- 
yen meramente un tipo celular conveniente para medir la 
actividad aglutinante. Una característica importante de la 
hemaglutinina del virus de la gripe es que los anticuer- 
pos dirigidos contra esta hemaglutinina evitan que el vi- 
rus infecte la célula. En consecuencia, un anticuerpo 
dirigido contra la hemaglutinina neutraliza el virus y éste 
esel mecanismo por el que se desarrolla inn fren- 
te a la gripe en el proceso de inmunización (véanse Sec- 
ciones 22.11 y 26.8). 

Un segundo tipo de espícula en la superficie del virus 
es una enzima llamada neuramidinasa (véase Figura 16.15). 
La neuraminidasa rompe el ácido silico de la membrana 
citoplasmática, que es un derivado del ácido neuramíni- 
со. Esta enzima parece funcionar principalmente durante 
el proceso de ensamblaje vírico, destruyendo el ácido siá- 
lico de la membrana del hospedador que podría bloquear 
el ensamblaje o quedar incorporado en la partícula vírica 
madura 

Además de la neuraminidasa, el virus posee otras dos 
enzimas, la RNA polimerasa dependiente de RNA, que inter- 
viene en la conversión de una cadena negativa en positiva 
(como ya se comentó en el caso de los rhabdovirus), y una 

icleasa de RNA, que corta un cebador de los precur- 
sores del mRNA con encabezamiento, 

La partícula vírica penetra por un proceso de endoci- 
tosis. Una vez dentro del citoplasma, la nucleocápsida se 
separa de la envoltura y emigra al núcleo, donde ocurre 
la replicación del ácido mucleico vírico. La decapsidación 
ocasiona la activación de la RNA polimerasa vírica. Las 
moléculas de mRNA se originan en el núcleo por trans- 
eripción del RNA vírico utilizando oligonucleótidos que 
derivan де los extremos 5' de mRNAs celulares con en- 
cabezamiento recién sintetizados como cebadores. Por 
tanto, los mRNAs víricos presentan encabezamiento en 
los extremos 5”. Luego se añaden a los mRNAs víricos os 
extremos de poli-A y estas moléculas se desplazan al ci- 
toplasma. 

Aunque el virus de la gripe se replica en el núcleo, las 
proteínas del virus se sintetizan en el citoplasma. Los ocho 
segmentos del genoma vírico codifican diez proteínas víri- 
саз. Los mRNAs formados a partir de los seis segmentos 
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codifican cada uno una proteína única, mientras que los 
otros dos fragmentos codifican dos proteínas cada uno. 
Esto no ocurre por utilización de un mRNA verdadera- 
mente policistrónico, como en los procariotas, ya que los ri- 
bosomas eucariotas por lo general reconocen sólo el codón 
AUG más próximo al extremo 5' del mRNA como codón de 
iniciación (véase Sección 7.15). Por tanto, pueden hacer so- 
lameante una proteína a partir de un RNA dado. Los 
mRNAs transcritos originalmente de los dos segmentos se 
traducen cada uno en una proteína. En cada caso, sin em- 
bargo, se traduce otra proteína adicional a partir de estos 
mensajeros, después de que han sido procesados por la 
maquinaria de maduración de los RNA de la célula. Como 
en el caso de los genes que se solapan, éste es otro ejemplo 
de cómo los virus con RNA sacan el mayor provecho de 
зи pequeño genoma. 

Algunas de estas proteínas están relacionadas con la 
replicación del RNA vírico y otras son proteínas estructu- 
rales del virión. La estrategia global de la síntesis de RNA 
es semejante a la de los rhabdovirus, con una transcrip- 
ción primaria que origina la formación de cadenas positi- 
vas que sirven de molde para obtener las moléculas de 
polaridad negatíou de la descendencia; Se desconocen to- 
davía algunos detalles del ensamblaje. Como en el caso de 
los rhabdovirus, la formación de la partícula vírica com- 
pleta con envoltura ocurre mediante un proceso de ge- 
mación 
genoma segmentado del virus de la gripe tiene algu- 
nas consecuencias de importancia práctica. Este virus y 
otros de esta familia presentan un fenómeno denominado 
cambio antigénico en el que se asocian fragmentos del 
RNA genómico de dos cepas genéticamente distintas que 
han infectado la misma célula. Esto ocasiona un cambio en 
los antígenos de superficie del virus, que hace que éste sea 
resistente al anticuerpo formado en un proceso de inmuni- 
zación previa (véase Sección 26.8). El cambio antigénico hace 
posible que el nuevo virus formado infecte hospedadores 
que las cepas parentales no podían infectar. Se cree que el 

ambio antigénico es la causa de las epidemias de gripe 
más importantes, 


/__16.8 Revisión de conceptos 


En diversos virus con RNA de cadena negativa el RNA vírico 
no actúa directamente como mensajero, sino que es copiado a 
mRNA por una RNA polimerasa dependiente de RNA presen- 
te en el virión. Un virus importante de este grupo es el de la 
gripe. 

Y ¿Porqué es necesario que los virus con cadena negativa Ше- 
/ Qué es un genoma segmentado? 


Virus con RNA bicatenario: 
reovirus 


Los reovirus (o Reoviridae) constituyen una importante fa- 
milia de virus animales que tienen un genoma formado por 
RNA bicatenario. El nombre de reovirus es un acrónimo for- 


mado por las palabras inglesas respirator, enteric y orphan: 
Este último término (huérfano) hace referencia a que los 
primeros virus que se aislaron de este grupo no estaban 
asociados a ninguna enfermedad. Sin embargo, los rotani- 
rus, miembros de la familia de los reovirus, son probable- 
mente la causa más común de diarrea en niños de 6 a 24 
meses de edad. Los rotavirus también provocan diarrea еп. 
animales jóvenes. 

Сото se ha indicado, el RNA de los reovirus es Ысайе- 
nario. Se trata del mayor grupo de virus animales con RNA 
bicatenario; en el resto de grupos de virus animales (inclu- 
yendo los que aparecen en la Figura 9.22, la mayoría tienen 
RNA unicatenario, También se conocen, reovirus que in- 
fectan plantas, y ya se ha mencionado que el bacteriófago' 
¢6 parece estar estrechamente relacionado con los reovirus! 
(véase Sección 16.1), 

La partícula de reovirus consta de una nucleocápsida 
sin envoltura, de 60-80 nm de diámetro, con una doble cáp- 
sida de simetría icosaédrica (vénse Figura 16.16). Como pue- 
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Ме predecirse, estos virus con RNA bicatenario contienen 
dentro del virión las enzimas codificadas por el virus que 
son necesarias para sintetizar RNA. 

El genoma de los reovirus consta de 10-12 moléculas 
de RNA bicatenario. El RNA doble es más difícil de des- 
enrollar que el DNA bicatenario. La replicación del RNA 
ocurre de un modo asimétrico. Primero, una cadena sirve 
сото molde, y luego el producto unicatenario originado 
sirve como molde para formar una doble hélice. La difi- 
gullad de desenrollar esta estructura y la susceptibilidad 
del RNA unicatenario a la rotura dentro de la célula, limi- 
“la de un modo efectivo el tamaño que puede alcanzar 
“molécula bicatenaria, La segmentación del genoma en va- 
rías moléculas parece ser una adaptación para evitar esos 

jas, 
К о in del RNA del reovirus tiene lugar блі 
mente en el citoplasma del hospedador. El RNA bicatena- 
"rio está inactivo como mRNA y el primer paso en la 
replicación del reovirus es la transcripción, empleando la 
Cadena negativa como molde para fabricar el mRNA. Ge- 
jente, cada molécula de RNA en el genoma codifi 
шша зойа proteína, aunque en unos pocos casos la proteína 
formada se escinde para suministrar el producto final. Sin 
“embargo, uno de los mRNA que se obtienen codifica de 
dos proteínas, con lo que el RNA no se tiene que mo- 
рага realizar esa función. Aparentemente, en oca- 
ones un ribosoma «pierde» el codón de iniciación del 
lo gen. En consecuencia, hay algunas excepciones a 
¡generalización de que los ribosomas eucariotas se inician 
еле! primer codón АОС del mRNA. 

La replicación de los reovirus parece tener lugar dentro 
де un equivalente intracelular a la nucleocápsida vírica 
que se denomina partícula subirica, y que se mantiene in- 

enla célula, Cada uno de los 10 RNAs unicatenarios, 

(п encabezamiento y polaridad positiva, es ensamblado 

о sintetizador con RNA bicatenario. Las cadenas po- 

s de RNA actúan como molde para la síntesis de los 

RNAS genómicos negativos, generándose los RNA víricos 

la descendencia. Este RNA bicatenario es posterior- 

йе encapsidado y, cuando hay suficientes proteínas vi- 

sas de la cópsida, los viriones maduros completan el 
mblaje. 

En las fases iniciales del proceso infectivozel virión se 

а una proteína celular, Tras la fijación, el virus pene- 
еп la célula y es transportado a los lisosomas. Dentro 
los lisosomas se modifica la envoltura externa de la 

icula vírica mediante la eliminación de dos proteínas 

la hidrojisis de otra por las enzimas del lisosoma. Este 

de decapsidación activa la RNA polimerasa de- 

nte de КМА y, por tanto, inicia el proceso de repli- 
vírica 


¡Los reovirus forman un gran grupo cuyo genoma consiste en 
А bicatenario segmentado. Al igual que los virus RNA de 

negativa, los virus RNA bicatenarios tienen en el virión 
polimerasa RNA dependiente de RNA. 


f {Por qué los virus con genoma RNA bicatenario tienen tam- 
bién genomas segmentados? 


Replicación de virus de animales 
con DNA bicatenario 


En el Sístema de Clasificación de Baltimore (véase Sección 
97), los virus DNA bicatenarios aparecen en la Clase 1 y los 
unicatenarios en la Clase П. Asî como hay diferentes bac- 
teríofagos conocidos de la Clase П (véanse Secciones 16.2 y 
163), y varios virus de plantas en esa clase, se conocen re- 
lativamente pocos que infecten animales. La familia más 
extensa de virus animales de la Clase П son los parvovirus, 
Parvoviridae, algunos de los cuales infectan vertebrados y 
otros infectan insectos. Sin embargo, hay un número muy 
grande de virus de la Clase 1 que infectan animales, 

Entre estos virus DNA bicatenarios hay varias familias 
cuyos miembros pueden infectar humanos, Entre ellos se 
encuentran los Polyomaviridae y los Papillomavíaridae (ame 
bas familias se conocían anteriormente como Papoviridae), 
Herpesviridae (herpesvirus), los Poxviridae (poxvirus), y A 
noviridae (adenovirus), Todos se replican en el núcleo ex- 
cepto los poxvirus, que lo hacen en el citoplasma, En las 
siguientes secciones, se trata la replicación de cada una de 
estas familias. 


Poliomavirus: SV40 

Algunos virus de la familia de los poliomavirus tienen la 
propiedad de inducir tumores en animales; de hecho, oma 
significa tumor. Uno de estos virus tumorales con DNA se 
aisló inicialmente de monos y se llamó «simian virus 40» а 
SV40. En la década de 1950, millones de personas resulta- 
ron inoculadas sin saberlo con S۷40, que era un contami- 
nante en las preparaciones iniciales de las vacunas contra 
poliovirus. Por fortuna, parece que no se produjeron com- 
plicaciones médicas. Este virus fue uno de los primeros 
elementos genéticos que se estudió en detalle por técnicas 
de ingeniería genética y se ha usado ampliamente como 
tector para el intercambio de genes en células encarióticas 
(айпа Sección 314) 

El vírión del SV40 es una partícula simple, sin envoltu- 
ra, de 45 nm de diámetro, con cápsida icosédrica que con- 
tiene 72 subunidades proteicas. El virión no lleva enzimas. 
in embargo, además de las proteínas de la cápsida, tiene 
cuatro proteínas tipo histona, derivadas de la célula hospe- 
dadora, que forman un complejo con el DNA vírico, Cuan- 
Чо comentamos la estructura del cromosoma (véuse Sección 
73), ya mencionamos las histonas y destacamos su papel en 
la neutralización de las cargas negativas de los fostatos del 
DNA y su contribución al empaquetamiento del DNA en 
configuraciones más compactas. 

El genoma del SV40 es una molécula circular de ОМА 
bicatenario con 5.243 pares de bases (Figura 16.17), que se 
presenta en forma superenrollada dentro del virión. Se ha 
determinado la secuencia completa de bases del genoma 
del SV40 y en la Figura 16.18 se muestra su mapa genético, 

El ácido nucleico se sintetiza en el núcleo pero las pro 
teinas se forman en el citoplasma, El ensamblaje final de 
las particulas víricas tienen lugar en el núcleo. La replica- 
ción de estos virus se puede dividir en dos fases distintas, 
temprana y tardía, En la fase temprana se transcribe la región 
temprana del DNA (Figura 16.18). La RNA polimerasa ce- 
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Microgralía electrónica del DNA circular de un virus 
tumoral El perimetro aproximado de cada circulo es 1,5 um. 


lular produce una única molécula de RNA como transcrito 
primario, pero sufre luego un procesamiento originando 
dos especies de mRNA, una grande y otra pequeña. El DNA 
del SV40 posee intrones que son climinados del transcrito 
primario. En el citoplasma, el mRNA vírico se traduce for- 
mando dos proteínas. Una de ellas, el antígeno Т, se une al 
origen de replicación del ОМА genómico parental. 

EI DNA vírico del SV40 es demasiado pequeño para co- 
dificar sus propias DNA polimerasas y usa las DNA poli- 


GEMELLI Mapa genético del papovavirus SV40. Los genes 
Урт, VP2 y VPA codifican las Ires proteinas que forman la cubierta de 
ЅУ40, Las flechas indican el sentido de la transcripción. 


merasas de la célula hospedadora. La replicación ocurre de 
modo bidireccional a partir de un único origen de replica- 
ción (la denominada replicación t; vase Figura 7.16). El pro- 
ceso implica los mismos sucesos que se han descrito ya para 
la replicación del DNA de la célula hospedadora (Dése 
Secciones 7.5 y 78). 

Las moléculas de mRNA tardío del SV40 se sintetizan. 
usando como molde la cadena complementaria а la usada 
para la síntesis de mRNA temprano (véase Figura 16.18). La 
transcripción comienza en un promotor próximo al origen 
de replicación. Este RNA tardío se procesa luego por esci 
sión y políadenilación, dando las formas de mRNA corres- 
pondientes а las tres proteínas de la cápsida, Estos genes. 
se superponen y parte de la secuencia nucleotídica contie- 
ne información correspondiente a las tres proteínas, Las 
moléculas de mRNA tardío se transportan al citoplasma y 
se traducen рага formar las proteínas de la cápsida vírica. 
Estas proteínas son luego transportadas de nuevo al nó- 
cleo, donde tiene lugar el ensamblaje del virin. 

Cuando un virus del grupo de los poliomavirus infecta 
una célula, pueden ocurrir dos cosas, dependiendo del 
de célula hospedadora. En al чата clan call 
dos como células permisivas, la infección vírica ocasiona la 
formación de nuevos viriones y la lisis de la célula infectar. 
da. En otros tipos, en las células llamadas no permísivas, по 
ocurre multi sino que el virus se integra en 
nas células hospedadoras originando nuevas células alte- 
radas; Соп frecuencia, tales células muestran 

ida de la inhibición del crecimiento por contacto y se 
Патап células transformadas o tumorales, 

En células no permisivas, la transformación ocurre cuan- 
do se expresan las proteínas tempranas pero el DNA víri- 
со no se replica independientemente. El DNA vírico no ме 
replica, sino que se integra establemente en el DNA de la o 
lula transformada (Figura 16.19). La integración puede сай 
rrir por muchos sitios del genoma celular y del vírico, En 
esta forma integrada, se forman dos proteínas víricas que 
son esenciales para el mantenimiento de la integración es- 
table del DNA vírico, pero no se sintetiza ninguna protek 
na estructural del virus. Algunas células transformadas se 
convierten en células 


El estudio del modo de replicación del SV40 ha permi- 
tido aclarar aspectos importantes del modo por el que 
virus pueden ocasionar el estado canceroso de la célula, Sin, 
embargo, los virus con DNA de otros grupos también рше 
den producir la transformación cancerosa, por ejemplo el 
papilomavirus humano, un miembro de la familia Papil 
mavirídae. Además, la importante familia de los retrovirus. 
está formada también por virus oncogénicos, aunque 
пеп un modo de replicación completamente diferente ( 
se Sección 16.14). 


/__ 16.10 Revisión de conceptos 


La mayoría de virus animales con DNA bicatenario se rep! 
en el núcleo. Algunos virus causantes de cáncer y otras alt 
ciones en las células animales poseen DNA bicatenario. En 
hospedador permisivo, el virus puede causar muerte y lisis 
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Virus tumoral 
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Esquema general de los procesos moleculares que- 
¡durante la transformación celular por un virus tumoral con DNA, 
û el 5\40. El DNA vico se Incorpora, por completo o en parte, en 
¡dela cêlula hospedadora. Los genes víicos que codifican la in- 
бп transformadora se transcriben y procesan а moléculas de 
Wico, que ве transportan al citoplasma. All se traducen dando 
transformadoras о antígenos Т, que tienen funciones que 
¡convertir las células dei hospedador өп cólulas cancerosas. 


a tumoral. 
le urt virus como el SV40 que trans- 
Porte enzimas en el virión? 

¿Cómo puede un transcrito producir más de un mRNA? 


enfermedades en humanos y en otros animales, inclu- 

о ampollas febriles (herpes labial), herpes venéreo, 

j, herpes zóster, erupciones y mononucleosis infec- 

y Algunas de estas enfermedades se comentan en el 

йо 26. Una característica interesante de algunos her- 

irus es su capacidad para permanecer latentes en el 

po por largos periodos de tiempo у de activarse sola- 

ménte bajo condiciones de estrés. Tanto el virus del herpes 

(іе, que causa ampollas febriles, como el virus varicela- 

f que origina la varicela y las erupciones del herpes 26s- 

¡son capaces de permanecer latentes en las neuronas de 

ganglios sensoriales, de los que emergen para causar 
s de la piel. 


Un grupo importante de herpesvirus son tumorales y 
causan cáncer, Un herpesvirus oncogénico ев el vírus de 
Epstein-Barr, que produce el linfoma de Burkitt, un tumor 
común entre los niños de África Central y Nueva Guinea. 
El linfoma de Burkitt fue uno de los primeros tipos de cán- 
сет en humanos que se relacionó con una infección por vi- 
rus (vénse Tabla 9.3). 


Biología molecular de los herpesvirus 

La partícula vírica de un herpesvirus tiene una estructura com- 
pleja y consta de cuatro unidades morfológicas distintas. 
En el tipo 1 del herpes simple, que es un virus de unos 
50 nm de diámetro con envoltura (Figura 16.204), el centro 
Че la partícula es una zona densa а los electrones, un «nú- 
cleo», compuesta de DNA bicatenario. Rodeando esta zona 
está la nucleocápsida, con simetría icosaédrica, que está 
compuesta por 162 capsómeros, cada uno de los cuales 
comprende varias proteínas. Fuera de la nucleocápsida se 
encuentra una сара amorfa que se llama el tegumento, que 
es una estructura fibrosa peculiar de los Ro- 
deando el tegumento hay una envoltura cuya superficie 
externa contiene muchas espiculas pequeñas. Dentro del vi- 
rión existe un gran número de proteínas diferentes, pero 
по todas ellas han sido caracterizadas. 

El genoma del herpes simple tipo I presenta una larga 
molécula lineal de ОМА bicatenario con 152.260 pares de 
bases (unas 30 veces más largo que el genoma del SV40), y 
codifica al menos 84 proteínas diferentes. 

La infección ocurre por la fijación de la partícula vírica 
а receptores celulares específicos y tras la fusión de la mem- 
brana citoplasmática con la envoltura del virus, se libera la 
nucleocápsida dentro de la célula. La nucleocá 
transporta luego al núcleo, donde el DNA es decapsidado. 
Los componentes de la particula vírica inhiben la síntesis de 
macromoléculas del hospedador. 

Hay tres clases de RNAs mensajero: el temprano inme- 
diato (también llamado alfa, a, que codifica cinco protei- 
nas ladoras); el temprano retardado (también 
llamado beta, В, que codifica proteínas relacionadas con 
la replicación del DNA, incluyendo la timidina kinasa y 
la DNA polimerasa); y el tardío (también denominado 
gamma, y, que codifica proteínas estructurales de la par- 
tícula vírica) (Figura 16.20b). durante la etapa temprana 
inmediata, una RÑA polimerasa celular transcribe casi un 
tercio del genoma vírico. El mRNA temprano codifica 
ciertas proteínas reguladoras que parecen estimular la sín- 
tesîs de las proteínas tempranas retardadas. La segunda 
etapa, la fase temprana retardada, sólo tiene lugar después 
de que se han formado las proteínas tempranas. En dicha 
etapa se transcribe cerca de un 40% del genoma vírico. 
Entre las 10 proteínas caracterizadas en esta etapa hay 
una DNA polimerasa, enzimas responsables de la síntesis 
de desoxirribonucleótidos, y una proteína de unión al DNA. 
Estas enzimas están implicadas en el proceso de replica- 
ción viral. 

La síntesis del DNA del herpes ocurre en el núcleo. Tras 
la infección, el genoma del herpes parece circularizarse (de 
modo muy parecido al del bacteriófago lambda; vénse Sec- 
ción 9.10) y la replicación tiene lugar por el mecanismo del 
círculo rodante (vénse Figura 9.20). Sin embargo, parece 
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Proceso de multiplicación del virus del herpes simple. 


haber tres orígenes, Se forman largos concatámeros que lue- 
go se procesan durante el mismo proceso de ensamblaje 
para originar DNA con la longitud del genoma vírico (de 
manera similar a lo descrito para los bacteriófagos con 
DNA; véanse Secciones 9.9 y 16.4). 

Las nucleocápsidas víricas se ensamblan en el núcleo y 
el virus adquiere la envoltura durante el proceso de gema- 
ción a través de la membrana interna del micleo. Posterior- 
mente, los viriones maduros se liberan al exterior de la 
célula a través del retículo endoplasmático. Por tanto, el en- 
samblaje de este virus con DNA y envoltúra difiere nota- 
blemente del de los virus con RNA y envoltura, que son 
ensamblados en la membrana citoplasmática en lugar de en 
la membrana nuclear. 


/__16.11 Revisión de conceptos 


Se conoce un grupo abundante de diferentes herpesvirus que 
provocan enfermedades en humanos. Como en el caso del bac- 
teriófago lambda, la cadena bicatenaria de estos virus se circu- 
lariza y en apariencia se replica gracias al mecanismo del círculo 
rodante. También, como en el caso de lambda, estos bacteriófa- 
gos en ocasiones se mantienen en un estado latente en el hos- 
pedador. 


Y ¿Qué utilidad tiene para los herpesvirus circularizar su 
DNA antes de la replicación? 


4 ¿Dónde se une la nuclcocápsida de un herpesvirus? 


Los poxvirus están entre los virus de animales más сопе 
plejos y más grandes conocidos (Figura 16.21), y poseen 
algunas características que los aproximan a células primi 
tivas. Sin embargo, los poxvirus, como todos los virus, 
incapaces de metabolizar y por tanto, dependen del hoss 
pedador para disponer de la maquinaria necesaria para. 
Síntesis de proteínas. Estos virus son también únicos 
ser virus con DNA que se replican en el citoplasma. Otro 
grupo de virus DNA bicatenario también se replica en êl 
citoplasma. Por ejemplo, los iridovirus, algunos de los c 
les poseen genomas incluso mayores a los poxvirus, 
tanto, una célula infectada con un poxvirus exhibe síni 
de DNA fuera del mícleo, algo que sólo ocurre en orgánul 
intracelulares como las mitocondrias. 


Propiedades generales de los poxvirus 
Los poxvirus han tenido importancia médica e histórica. 
virus de la viruela fue el primero en ser estudiado con ci 
to detalle y el primero frente al que se desarrolló una va 
сипа (descrita por Edward Jenner en 1798). Mediante ш 
aplicación adecuada de esta vacuna a nivel mundial la 
ruela ha sido erradicada en su estado silvestre, lo que la ha 
la primera enfermedad infecciosa eliminada de esta 

ra. Otros poxvirus de importancia son el de la viruela де, 
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Micrografia electrónica de un vión del virus de la 
юла por inción negativa. El vinón tiene aproximadamente 400 nm 
jm) де longitud. 


y el de la mixomatosis de los conejos, un agente infec- 
lso muy importante que fue intencionalmente introduci 
¡tentar controlar la población de 
5). Algunos poxvirus también ori- 


Los poxvirus son tan grandes que pueden verse con el 
pio óptico, La mayor parte de la investigación ha 
Шо realizada con el virus vaccinia, que constituye la fuen- 
(Че la vacuna frente а la viruela. El virus vaccinia tiene 
estructura en forma de bloque rectangular de 400 х 
200 nm de tamaño, En su superficie más externa el vi- 
to con túbulos o filamentos colocados en 
n membranosa, aunque el virus no tiene 
mbrana lipídica porque esta estructura externa consta 
lade proteína. Dentro del virión hay dos cuerpos latera- 
де composición desconocida y una zona central, la nue 
ida, que contiene el DNA rodeado por una capa de 
hunidades proteicas. 
El genoma de un poxvirus es DNA bicatenario. El ge- 
del virus vaccinia presenta cerca de 185 kb y contie- 
entre 150 y 200 genes. El DNA de los poxvirus resulta 
ante porque las dos cadenas de la doble hélice se en- 
ina consecuencia de la formación de enlaces fosfo- 
f entre cadenas adyacentes (como en la estructura en 
mostrada en la Figura 7.8). Los extremos del DNA 
ipoxvirus son, por tanto, muy parecidos a los de los vi- 
йе Chlorella (oéase Sección 16.6). 


cación de los poxvirus 
viriones del virus vaccinia penetran en las células me- 

nte un proceso de fagocitosis y posterior liberación de las 
sidas (core) en el citoplasma. Resulta interesante 

que la decapsidación del genoma vírico requiere la 

ción de una nueva proteína que es sintetizada tras la in- 
1 Esta proteína está codificada por el DNA vîrico, y 

gen que la especifica se transcribe mediante ила RNA 
jerasa que está presente dentro de la partícula vírica. 

ás de este gen decapsidante, se transcriben otros ge- 
es víricos. Los transcritos primarios se convierten en 


mRNAs por adición del encabezamiento y poliadenilación 
mientras se encuentran todavía dentro de la núcleocápsida 
vírica. 

Después de que el DNA del virus de la vacuna está de- 
capsidado por completo, comienza en el citoplasma la for- 
mación de cuerpos de inclusión, Dentro de estos cuerpos de 
inclusión se produce la transcripción, replicación y encap- 
sidación de las partículas de la descendencia vírica. Cada vi- 
rión infectivo inicia la formación de su propio cuerpo de 
infección, de modo que el número de inclusiones depende 
de la multiplicidad de infección, Las moléculas de DNA 
sintetizadas forman un fondo común del que se van incor- 
porando moléculas individuales a los viriones. Los virio- 
nes maduros se acumulan en el ciroplasma. No parece 
existir un mecanismo específico de liberación, y la mayor 
parte de los viriones se liberan sólo cuando la célula infec- 
tada se desintegra. 


Poxvirus y vacunas recombinantes 

a se ha usado para albergar proteínas de 
otros virus alteradas genéticamente, permitiendo así la 
construcción de vacunas por ingeniería genética. Como ve- 
remos en el Capítulo 22, una vacuna es una sustancia ca 
paz de poner en marcha una respuesta inmunitaria en un 
animal, y sirve para proteger al animal de una futura in- 
fección por el mismo agente. En humanos, el virus vacci 
nia no causa efectos serios sobre la salud pero es intensa: 
mente inmunogénico. Se han usado métodos de clonaci 
molecular para expresar en los viriones del virus vaccinia 
proteínas víricas del virus de la gripe, de la rabia, del virus 
del herpes simple tipo I, o del virus de la hepatitis B. Des- 
pués, estos virus vaccinia se han usado como vacunas (vés 
ción 31.6) 

Se ha desarrollado también un sistema similar de vacu- 
nación utilizando adenovirus (véase la sección siguiente) 
como vehículo portador ya que, como el virus vaccinia, los 
adenovirus no suelen presentar consecuencias importan- 
tes para la salud en humanos 


El virus vaccin 


/_ 16.12 Revisión de conceptos 


Los poxvirus, a diferencia de otros virus DNA que hemos ido co- 
mentando, se replican totalmente en el citoplasma, Son virus 
muy grandes cuyos viriones llevan varias enzimas. Estos virus 
son también responsables de diversas enfermedades humanas, 
pero, por ejemplo, las campañas de vacunación consiguieron 
erradicar el virus de la viruela en estado silvestre, 


/ ¿Qué tiene de destacable que los poxvirus repliquen su 
DNA en el citoplasma? 


Ше 


Los adenovirus (o Adenoviridae) son una familia importan- 
te de virus icosaédricos con DNA. El término adeno proce- 
de del término latino «glándula», y se refiere al hecho de 
que estos virus se aislaron por vez primera de las amigda- 
las y glándulas adenoideas en humanos. Por lo general, los 
adenovirus causan infecciones respiratorias leves en hu- 
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manos, y algunos de estos virus se aíslan de individuos 
aparentemente sanos. 

Los genomas de los adenovirus constan de un DNA li- 
neal bicatenario de unos 36 kb. En el extremo 5'del DNA 
se presenta una proteína unida por enlaces covalentes, que 
es un componente esencial para la infectividad del DNA. 
El DNA presenta repeticiones terminales invertidas de 
100-1800 pares de bases (esto varía dependiendo de la cepa 
vírica), 

La replicación del DNA vírico tiene lugar en el núcleo 
celular (Figura 16.22). Después de que la partícula vírica ha 
sido transportada al núcleo celular, el «núcleo» del virus 
queda liberado y se convierte en un complejo de DNA ví- 
rico-histona. La transcripción temprana la realiza una RNA 
polimerasa del hospedador, originando varios transcritos 
primarios. Estos transcritos son procesados por empalma- 
do, encabezamiento y poliadenilación, dando lugar a va- 
rios mRNAs diferentes. 


CEEE етен ONA de los adenovirus. Para detalles, 


Véase el texto. 


Las proteínas tempranas están implicadas en la regula- 
ción de la replicación del DNA; las proteínas tardías son 
las proteínas de la cápsida vírica. La replicación del DNA 
vírico requiere como cebador una proteína, codificada por 
el virus, y otra proteína también codificada por el virus que 
actúa como DNA polimerasa. La replicación de ила molé 
сша lineal y bicatenaria de ОМА, como el genoma de los 
adenovirus, puede iniciarse en cualquiera de los dos extre- 
mos o еп ambos extremos simultáneamente (véase Figura 
724), En el caso específico de los adenovirus la replicación 
comienza en ипо и otro de los extremos y las dos cadenas se 
replican asincrónicamente. Los productos de una ronda re- 
plicativa son moléculas bi- y unicatenarias, Estas últimas. 
se circularizan por medio de las repeticiones terminales in- 
vertidas, sintetizándose una nueva cadena complementaria 
a partir del extremo 5’, dando como producto otra molé- 
cula bicatenaria (Figura 16.22). Este mecanismo de replica 
ción es interesante porque no incluye la formación de 
fragmentos discontinuos de DNA en una de las cadenas, 
como ocurre en la replicación convencional del DNA (véi 
se Sección 7.6). 


Y 16.13 Revisión de conceptos 


Los diferentes virus animales con DNA bicatenario presentan. 
estrategias diferentes de replicación. En las que emplean los ad 
novirus intervienen proteínas, cebadores y una forma de replk 
cación que evita la síntesis de una cadena retrasada, 


¿Cómo replican los adenovirus su genoma sin síntesis de 
una cadena retrasada? 


Virus que utilizan la transcriptasa 
inversa 


En la Sección 9.12 se han tratado los retrovirus, un grupo de 
virus que se replica utilizando la enzima transcriptasa in- 
versa. Los retrovirus (familia Retroviridae) son uno de los! 


que: 
plean transcriptasa inversa (véase Sección 9,12). Además, 
algunos «virus» fúngicos (que no tienen un estado 
celular), como los elementos Ty! y Ty3 de la levadura 
charomyces cerevisiae, se replican de forma muy parecida 
los retrovirus. Hay incluso elementos genéticos en el 
minio Bacteria, como el retron, encontrado en mixob: 

y en Escherichia сой, que emplean la transcriptasa im 
Рага replicarse. 

Hay básicamente dos tipos diferentes de virus que 
sirven de la transcriptasa inversa y son los más fácil 
diferenciables por el tipo de ácido nucleico del genoma 
sus viriones. En la Clasificación de Baltimore, los retrovi 
están considerados en la Clase VI y poseen genomas RNA 
sus viriones. Sin embargo, también hay virus en la 
VII que se replican con transcríptasa inversa, pero ti 
genomas ОМА en sus viriones. Son ejemplos los Не 
navirus (Hepadnaviaridae) en animales (véase Figura 9.22) 
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los Caulimoviridae en plantas (de los cuales, el más estudia- 
do es el virus del mosaico de la coliflor). En esta sección 
trataremos brevemente ambos tipos de virus соп trans- 
сірсібп inversa, los RNA y los DNA. 


Virus RNA de transcripción inversa: retrovirus 
La información que aparece a continuación complemer 
ta la de la Sección 9.12. Hay que recordar que los retrovi- 
тив poseen viriones con envoltura que contienen dos 
copias separadas del genoma RNA (vénse Figura 9.24). El 
virión también contiene algunas enzimas, entre ellas, 
тапесгірізѕа inversa y una tRNA específica. El motivo 
porel que se necesitan enzimas es que, aunque el genoma 
де los retrovirus es de polaridad positiva, con encabeza- 
miento y cola poliadenilada, no se usa directamente como 
RNA mensajero. En su lugar, una de las copias del geno- 
ma se convierte en DNA por la acción de la transcriptasa 
“inversa, quedando integrado en el genoma del hospeda- 
dor. Aunque en la Sección 9.12 ya se trató la replicación 
тетомігіса (véase Figura 9.25), aqui se ofrecen algunos de 
“talles más. 

ELDNA que se forma es una molécula bicatenaria lineal 
фе es sintetizada en el citoplasma dentro de una nucleo- 
“Eápsida vírica sin envoltura. En la Figura 16.23, se muestra 
"un esquema de la transcripción inversa del RNA vírico dan- 
do DÑA, 

La enzima transcríptasa inversa es esencialmente una 
DNA polimerasa, pero еп realidad lleva а cabo tres activida- 

'enzimáticas: (1) síntesis de DNA con un molde de RNA 
transcripción inversa), (2) síntesis de DNA con un molde: 
Че DNA, y (3) actividad de ribonucleasa Н (una actividad 

que degrada la cadena RNA de un híbrido RNA:DNA). Al 
j] que todas las polimerasas DNA, la transcriptasa in- 

a necesita un cebador para la síntesis de DNA. El се- 
bador para la transcripción inversa de retrovirus es una 
lA de transferencia celular (RNA), El tipo de tRNA que se 

¡como cebador depende del virus y llega al virión a par- 

de la célula hospedadora previa, 

Con el cebador tRNA, los alrededor de 100 nucleóti- 

¡del extremo 5' del RNA se transcriben en el DNA. Una 


¡proceso de transcripción se detiene. Para copiar el RNA 
lante, que es el conjunto del RNA del мій, entra en 
tión un mecanismo diferente. En primer lugar, se eli- 

Jas secuencias RNA terminales redundantes en el 
fremo 5' de la molécula por la acción de otra actividad 
tica de la transcriptasa inversa, la ribonuclensa Н. 

йо lleva a la formación de un DNA unicatenario pe- 
eño, que es complementario al segmento RNA en el 
mexiremo del КМА vírico. La pieza pequeña de ОМА 
¡tenario, hibrida entonces con el otro extremo de la 

la RNA vírica, donde continúa el copiado de las 
encías RNA víricas. Como se resume en la Figura 
la acción continuada de la transcriptasa inversa у 

(êla ribonucleasa H lleva a la formación de una molécu- 


jen cada extremo, Estas LTRS contienen potentes pro- 
es de la transcripción y participan en el proceso de 

La integración del DNA vírico en el genoma 
dador es análoga a la integración de Mu (véase Sec- 


ción 16.5) о de un transposón bacteriano en un genoma 
bacteriano. La integración puede ocurrir en cualquier lu- 
gar del DNA celular, y una vez integrado, el elemento, 
ahora denominado provirus, es un elemento genético es- 
table. Como provirus, puede expresar su información ge- 
nética o puede permanecer en un estado latente y no 
expresarse. 

Si se activan los promotores en el LTR adecuado, el DNA 
provirico integrado se transcribe por la acción de una рой- 
merasa RNA celular en transcritos que están modificados 
еп el extremo 5 y polladenilados. Estos transcritos de RNA 
pueden ser o bien encapsidados en partículas víricas, o bien 
procesados y traducidos a proteínas víricas. 

La Figura 924 muestra los mapas genéticos simplifica- 
dos de dos retrovirus diferentes, También hemos tratado 
brevemente la expresión génica en la Sección 9.12. Todos 
los retrovirus funcionales tienen al menos los tres genes gag, 
pol, y env, en ese orden. La transcripción a partir de la copia 
del DNA integrado da lugar a un genoma de RNA com- 
pleto que está modificado en el extremo 5’ (con encabeza- 
miento) y en el 3’ (con cola poli A) y puede usarse como 
mRNA, о empaquetarse en nuevos viriones. 

En la Figura 16.24, se muestra la traducción y el pro- 
cesado de este mRNA a partir de un retrovirus simple, 
Nótese que el «реп» gag en el extremo 5' del mRNA codi- 
fica en realidad varias pequeñas proteinas. Éstas воп sin- 
tetizadas сото una poliproteína que es posteriormente 
procesada por una proteasa (que es, a la vez, una parte 
de la políproteína), Estas proteínas construyen la сарайда 
(y la proteasa queda empaquetada en el virión). El gen 
pol es el siguiente, y se traduce como una políproteína соп 
las proteinas gag. Es interesante advertir que es produci- 
da en pequeñas cantidades porque, dependiendo del re- 
trovirus, un ribosoma que traduce el gen pol tiene que о 
bien leer a través del codón en el extremo del gen gag, o 
bien hacer un cambio preciso a otra pauta de lectura en 
esa región. (Casi todos los elementos genéticos que codi- 
fican una transcriptasa inversa lo hacen en pequeñas can- 
tidades, y como parte de una poliproteína.) Esa proteína 
también tiene que ser procesada, primero para separarla 
de las proteínas gag, y después el gen pol codifica por sí 
mismo la transcriptasa inversa y una proteina integrasa 
que interviene en la integración del DNA (y que también 
queda empaquetada en el virión). Para que se traduzca el 
gen env, el mRNA es procesado en toda su longitud, tal 
como muestra, Obsérvese entonces que, desde el punto 
de vista del gen env, ¡la región gag y pol es un intrón! El 
producto env es procesado en dos proteínas de la envol- 
tura. 

Aunque este patrón puede parecer complejo, es el de un 
retrovirus «simple». El genoma del virus 1 de la inmuno- 
deficiencia humana (VIH-1) es bastante complejo e incluye 
más genes de pequeño tamaño, En su expresión, además de 
un extenso procesado proteínico que llevan a cabo las pro- 
teasas, intervienen patrones complejos de división alterna- 
tiva de intrones. Sin embargo, en todos estos virus, buena 
parte de la actividad de la proteasa es para formar proteínas 
maduras. Por esta razón, se están utilizando inhibidores es- 
pecíficos de la proteasa en el tratamiento de las infecciones 
retrovíricas, entre ellas las de VIH 
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Transcripción inversa a ОМА de unos 100 
nucleótidos del extremo-S', realizada рог 
la transcriptasa inversa. 


Eliminación del RNA terminal redundante por 
1а actividad ribonucieasa Н de la transcriptasa 
inversa 


Transferencia del DNA y IRINA al extremo-3' 


La síntesis continuada extiendo 
la cadena - de DNA 


La actividad ribonucleasa Н elimina toda 
la cadena + de RNA, excepto un pequeño 
fragmento usado como cebador 


Síntesis de un pequeño fragmento de cadena 
+ de DNA y eliminación de ambos cebadores 


Integrador 


ШШЕ os panes on ia formación de DNA Бапа а part dal ААА ucalnaro de un rev Las secuencias 

бз como R son repeticiones directas en ada uno de los extremos. La secuencia indicada como PE es la zona de unión de саде АМА). Mb 
tese que ol proceso де sintesis де DNA origina repeticiones directas де DNA más largas que өп el RNA original. Estas secuencia ne denominan 
repaticiones terminales larges (Ral 
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Traducción del MANA de un retrovirus y procesado 

las proteinas. (a) Sa muestra al MANA entero, con los tres genes 
pol y onv. El asterisco indica dónde un ribosoma debe leer a tra- 
Мв де un codón de parada о experimentar un cambio preciso en la fase 
басла para sintetizar la proteina GAG-POL. Las flechas negras in- 
dean traducción, mientras que las azules indican procesado de pro- 
Uno de los productos génicos de gag es una proteasa. El 


¡to POL өз procesado, dando transcriptasa versa (RT) е inte- 
ÜN). (b) El MRNA Һа sido procesado, eliminando la mayor parte 
Па región gag-pol. Este mensaje acortado se traduce dando la pro- 
ЕМУ que, a su vez, es escindida en dos proteinas de la cubierta 


соп DNA de transcripción inversa: 
з 

ido vital de los virus comprende una variedad de es- 
genómicas y de transferencia de información que 
las expectativas. De todo ello son un buen ejem- 
los hepadnavirus, entre los que se encuentra el virus de 
hepatitis В. El genoma de estos virus que, como objeto de 
idio son un reto apasionante, es de los más pequeños 
зе conocen, pero su ciclo vital es de una gran comple- 
Se sirven, al igual que los retrovirus, de la transcrip- 
inversa. El genoma del virión de los hepadnavirus es 


DNA, pero se replica por medio de un intermediario de 
RNA, al contrario de lo que ocurre con los retrovirus. 

El DNA genómico de los hepadnavirus es sólo parci; 
mente unicatenario (Figura 16.25). Una cadena está incom- 
pleta, y las dos cadenas tienen roturas o huecos («gaps»); 
aunque mantienen la forma circular mediante puentes de 
hidrógeno. Al entrar en el citoplasma, una polimerasa víri- 
са que lleva el virión completa la replicación de esta molé- 
сша. (Esta polimerasa es una proteína con diversas 
actividades; contiene actividad DNA polimerasa y trans- 
стірќаѕа inversa y es el cebador proteico para la síntesis de 
una de las cadenas DNA.) La figura que muestra el mapa 
genético indica la increíble compactación del genoma, A 
pesar del pequeño tamaño (un promedio de 3200 pares de 
bases), el genoma codifica varias proteínas. ¡No sólo los ge- 
nes se solapan, sino que cada base es parte de un codón 
Para al menos una proteína! 

En la replicación de este genoma, la polimerasa RNA 
del hospedador (en el núcleo) lleva a cabo la transcripción, 
produciendo un transcrito con repeticiones terminales. (Las 
repeticiones se producen porque aquí la actividad polime- 
rasa es más débil que cuando actúa alrededor de la molé- 
cula circular.) Después, la polimerasa vírica copia esto en el 
DNA, de forma muy parecida a la replicación de los retro- 
virus, pero en este caso el DNA queda empaquetado en 
nuevas partículas víricas. 

Нау que remarcar que el virus de la hepatitis B en hu- 
manos es шп «virus auxiliar» para el agente delle, Éste es un 
«subvirus» que necesita del virus de la hepatitis B para el 
suministro de las proteínas con las que se fabrica su cu- 
bierta, En consecuencia, el agente delta es ¡parásito de un 
parásito! Tiene un genoma circular de cadena negativa de 


Fases de lectura 
abona 


RNA cebador 
de la cadena + 


GEE e osoma parcialmente bicatenario del virus de la 


hepatitis B humana se muestra de color verde. Nótese que la cadena 
positiva no está completa. Se muestran también los tamaños relativos 
de las fases de lectura abierta С. P. S y X. Puede observarse que todos. 
estos genes se superponen y que pueden usar todas y cada una de las. 
bases del genoma. 
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1679 bases. Al igual que los viroides (véase Sección 9.13) pa- 
rece capaz de efectuar apareamiento de bases en una es- 
tructura en forma de bastón que la RNA polimerasa del 
hospedador puede transcribir. Sin embargo, a diferencia de 
lo que ocurre con los viroides, el transcrito del agente del- 
ta codifica al menos una proteína, que está unida al RNA 
que lleva el virión del agente delta. Algo que cuesta creer es 
que el RNA es también una ribozima (véase Sección 7.12) 
que puede escindirse por sí misma. Esta autoescisión podría 
estar relacionada con la formación de mRNA. 

Está claro que los «virus» extremadamente pequeños 
presentan un gran interés. Los hepadnavirus y el agente 
delta emplean estrategias diferentes para maximizar la in- 
formación genética que portan en sus diminutos genomas. 


Preguntas de repaso 


/__16.14 Revisión de conceptos 


Los retrovirus contienen genomas RNA en el virión, pero usan 
transcriptasa inversa para obtener una copia del DNA durante 
su ciclo vital. Los hepadnavirus contienen genomas DNA en su 
virión, pero usan transcriptasa inversa para fabricar este DNA 
a partir de una copia RNA. Los patrones de expresión génica 
para ambos tipos de virus son complejos. 


4 ¿Por qué los inhibidores de la proteasa deberían ser efecti- 
vos en la limitación de la multiplicación de retrovirus? 
4 Describanse las diferentes moléculas que emplean los re- 


trovirus y los hepadnavirus como cebadores en la síntesis de 
DNA. 


1. Describanse los tipos de genomas que se encuentran 
еп los virus, Dese un ejemplo de al menos un virus (o 
grupo de virus) con cada tipo de genoma. 

2, ¿Qué son los genes solapados? Ejemplos de virus con 
este tipo de genes. 

3. Los virus de cadena RNA positiva son conocidos en 
el dominio Bacteria, en plantas y en animales, ¿Qué ca- 
racterísticas importantes se pueden distinguir entre la 
expresión génica en estos virus, en especial los que in- 
fectan Bacteria, y los que infectan eucariotas? 

4. La Figura 16.17 muestra un DNA circular que tiene 
una longitud de 1,5 рт. ¿Cuántos pares de bases hay 
еп esta molécula de DNA (véase Sección 7.2)? 

5. Muchos bacteriófagzos tienen genomas DNA bicate- 
nario. ¿Cómo se transcriben y se traducen los genes 
que llevan estos virus? 

6. Un extremo del genomá T7 siempre entra en la célu- 
la en primer lugar durante la infección. Esto es nece- 
sario para que la infección siga su curso. Explíquese 
la razón. 


سا 


Ejercicios prácticos 


7. Los rhabdovirus tienen una estructura genómica poco 
frecuente. ¿Cuál es la naturaleza de su genoma y por 
qué el virión tiene que contener una enzima relaciona- 
Ча con esa replicación? 

8. Los virus de Chlorella tienen un mecanismo de infec- 
ción celular que es poco común comparado con los de 
otros virus de eucariotas. ¿Cómo infectan las células 
y qué otros tipos de virus usan ese mecanismo? 

9. Aunque a los virus animales no se les llama habitual- 
mente atemperados, como se hace con algunos bacte- 
riófagos (use Sección 9.10), algunos pueden dar lugar 
а infecciones latentes. Descríbase dos clases cualquie- 
та de estos tipos de virus animales 

10. Muchos virus con DNA bicatenario tienen genomas 
lineales. Descríbase para tres virus de este tipo el me- 
сапізто que usan para asegurar que los extremos 5' de 
sus cadenas DNA puedan ріске (nuse Sección 77) 

її, ¿Qué se puede decir sobre la expresión de genes re- 
trovírales que pueden hacer que la replicación vírica 
sea sensible a inhibidores de la proteasa? 


1. Explíquese por qué no todas las proteínas del genoma 
RNA del bacteriofago MS2 están presentes en la misma 
cantidad. Una de las proteínas funciona como repre- 
sora (véase Sección 8,5), pero en el nivel de traducción. 
¿De qué proteína se trata y cuál es su función? 

2. La mayoría de virus que infectan plantas multicelula- 
res son virus RNA. ¿Cuál es la razón? 

3. Explíquese el mecanismo por el que los genomas de 
virus RNA bicatenarios pueden estar segmentados. 


4. En algunos virus, por ejemplo los adenovirus, el me- 
canismo de replicación de ambas cadenas de DNA es 
continuo. Expliquese cómo puede ser así sin violar la 
regla» descrita en el Capitulo 7 que dice que toda sin- 
tesis de DNA tiene lugar en la dirección 5'=>3". 

5. La mayoría de elementos genéticos que expresan la 
ranscriptasa inversa lo hacen en pequeñas cantidades 
y/o como parte de una polipmteína. ¿Hay alguna ra- 
zón para ello? 
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Acetogénesis (homoacetogénesis) m- Desnitrificación respiración anaeróbica en  Metanetrofla nutrición а partir de la oxida- 


tabollsmo energético con producción de 

acetato, bien a partir de Н, más CO, bien 

partir de compuestos orgánicos 

Acréblco таео, célula u organismo 
que funciona con oxígeno (se aplica prin 
cipalmente en relación con un ser vivo) 
(Wane xico) 

Anema oxidación anóxica de amoniaco 

Anaeróbico metabolismo, célula u organis 
mo que funciona sin la intervención del 
oxigeno (se aplica principalmente en rela: 
дп соп un ser vivo.) (Ие anóxico) 

“Anóxdoo sin oxigeno (se aplica principalmen- 
le а un medio de cultivo, habitat o am- 
biente) 

Antena rvterido a los fotocomplejas y malé 
culas de pigmento captadoras de luz que 
envian energía а los centros de reacción 

Autotrofla utilización de СО, como única 
fuente de carbono. 

Bactoriociorofila pigmento erotico dels 
коном anonigónicos 

Carotenoldes pigmentos hidrufóbicosacce- 
Aorios presentes en las membranas toto- 
sintéticas junto con la clorofila 

¡Centro de reacción complejo fotosimónco 
que contiene clorofila (o bacteriociorofila) 
y otros componentes, dentro del cual se 
producen ls reacciones iniciales de trans- 
ferencia de electrones en la fotosintesis 

Ciclo de Calvin via bioquimica de fijacion 
de СО, en muchos organismos autotrofos. 

Оюгоййа porfirina con My de los organismos 
Fotosintéticos, sensible a la Juz, que inicia el 
proceso de fotofostorilación 

Оюговота estructuras de forma elipsoida! 

des en la periferia de las células de 
[еа verdes del azufre y verdes no 
del azufre, que contienen bacterioclorofi- 
las antena (c.d o e) 

Decloración reductora respiración ursi 
nen la que se usa un compuesto orgánico 
clorinado como aceptor de electrones, geo 
neralmente con liberación de CI 


la que el NO, se reduce a compuestos ni- 
trogenados gaseosos, fundamentalmente 


Desproporción desdoblamiento de un com 
puesto en dos nuevos compuestos, uno 
más oxidado y otro más reducido que el 
compuesto original 

Dioxigenasa enzima que cataliza la incor 
poración de los dos átomos del O, en un 
sustrato. 

Fermentación catabolismo anaeróbico de un 
compuesto orgánico donde el compuesto 
actúa tanto de donador como de aceptor 
Че electrones y el ATP se produce por fos 
forilación a nivel de sustrato 

Ficobiliproteína complejo prgmentario ac 
amorio de las cianobacterias que contiene 
una molécula de ficocianina o ficoeritrina 
acoplada a proteinas 

Fijación de nitrógeno reducción biologico 
де М, a NH, por la nitrogenasa 

Fotofosforilación producción de АТР en la 


fotosintesis 

Fotofosforilación cíclica reacciones de un 
tesis de ATP energizadas por la luz en los 

+ GRkanismos fototrofos, donde los electro- 
nes se desplazan en un ciclo cerrado, esta. 
bleciendo una fuerza protón motriz 

Fotosintesis serie de reacciones en las que 
e produce la sintesis de АТР por reacclo- 
nes energizadas por la luz y la fijación de 
СО, dando material celular 

Fotosintesis anoxigénica fotosiniess que 
no produce O, 

Fotozíntesis oxigénica totosintesis reali- 
zada por cianobacterias, algas y plantas 
verdes en las que se produce О, 

Fototrofo organismo capaz de usar la Juz 
сото fuente de energia 

Midrogenasa enzima capaz de añadir o qui 
tar Н, ampliamente distribuida entre los 
microorganismos anaerobios 

Metanogénesis producción biológica de 
metano (CH) 


ción de metano 

Metilotrofía metabolismo energético en el 
que grupos metilo o el metano son oxida- 
dos como donadores de electrones 

Mixotréflco estado nutricional en el que un 
Compuesto (тогулу como fuente 
Че energía (donador de electrones) y uno 
vanos compuestos orgánicos sirven como 
fuente de carbono 

Moncoxigenasa enzima que cataliza la in 
corporación de un átomo del O, en un sus 
trato, mientras que el otro stomo se reducn 
ШШ] 

Mitrificación conversión microbiana de NH} 
эхо, 

Mitrogenasa enzima capaz de reducir Ny 
a NH, en el proceso de fijación del niirê 


кето 

(део con oxigeno (se aplica principalmente 
а un medio de culivo, hábitat o ambients) 

Quimiolitotroto microorganismo capaz de 
xidar compuestos inoánicos como fuer- 
te de energía 

Rocaloltrante resistente al ataque micro: 
biano 

Respiración anaeróbica respiración en la 
que alguna sustancia como ЗО; о NO; 
sirve como aceptor terminal de electrones 
enver de O, 

Sintrofia proceso en el cual dos o más mi 
ervorganismos cooperan en la degradación 
de una sustancia que no pueden degradar 
por si solos 

Tilacoides sistemas de sacos membranosos 
fotosintéticos presentes en el citoplasma de 
las cianobacterias у en los cloroplastos 

Transporte inverso de electrones rm: 
miento de electrones, con consumo de 
energia, contra el gradiente termodinámie 
со, produciendo un reductor fuerte а paf- 
tir de un donador de electrones débil 
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E n la unidad anterior hemos considerado la gran di- 
versidad filogenética de la vida microbiana en la 
Tierra, En este capítulo trataremos la diversidad metabólica 
de estos organismos, con especial énfasis en los procesos 
bioquímicos que determinan esa diversidad, Entraremos a 
continuación a estudiar la ecología microbiana: las interac- 
cones entre los microorganismos y con su ambiente. La di- 
versidad metabólica y la ecología microbiana avanzan codo 
соп codo; la diversidad metabólica que se describe en este 
capítulo es la base de los ciclos de nutrientes y de otras 
actividades microbianas esenciales que se tratarán en los 
Capítulos 18 y 19. Tal como podremos ver, los microorga- 
nismos y sus reacciones metabólicas desempeñan funciones. 
dave en el mantenimiento del entramado de la vida en la 
Tierra y son de crucial importancia en la agricultura y en 
tros aspectos del quehacer humano. 


1 EL SISTEMA DE VIDA FOTOTRÓFICO 


La fototrofía, utilización de la luz como fuente de energía, 
estî ampliamente distribuida en el mundo microbiano. En 
las cinco primeras secciones vamos a tratar las principales 
formas de fototrofia, entre ellas la que produce el oxígeno 
'que respiramos, para ver después cómo la mayoría de fo- 
lotrolos satisfacen todas sus necesidades de carbono a pi 

fir del CO, 


(7-7 ССС 
Uno de los procesos biológicos más importantes еп la Tie- 
тта es la fotosíntesis, 

en energía química. Los organismos que realizan la foto- 
Sintesis se llaman fototrofos (Figura 17.1). La mayor parte de 
Jos organismos fototróficos son también autotrofos, es decir, 
apaces de crecer соп CO, como única fuente de carbono. 
Ta energía de la luz se usa entonces en la reducción del CO, 
a compuestos orgánicos. 


Hay también algunos fototrofos que utilizan la luz como 
fuente de energía, pero que usan carbono orgánico como 
fuente de carbono; representan un estilo de vida denomi- 
nado fotoheterotrofía (Figura 17.1). La capacidad de realizar 
fotosíntesis depende de la presencia de pigmentos foto- 
sensibles, las clorofilas, que se encuentran en las plantas, 
algas y algunas bacterias. La luz llega a los organismos fo- 
totróficos en unidades concretas de energía llamadas cua 
los. La absorción de cuantos de luz por las clorofilas inicia 
el proceso de conversión de energía por fotosíntesis. 


Reacciones de la fase luminosa y de la fase 
oscura 

Se puede considerar que el crecimiento de un fotoautotro- 
fo se caracteriza por dos tipos distintos de reacciones: las re 
acciones de la fase luminosa, por las que la energía de la luz 
se conserva como energía química, y las reacciones de la 
fase oscura, en las que esa energía química se usa para 
reducir el CO, a compuestos orgánicos. En el crecimiento 
autotrófico la energía se produce en forma de trifosfato de 
adenosina (ATP), mientras que los electrones para la re- 
ducción de CO, proceden del NADH o del NADPH". Estos 
últimos son producidos por la reducción de NAD" o 
МАРР" mediante electrones que se originan en una varie 
dad de donadores que se comentará más adelante. 

Las reacciones de la fase luminosa, tanto, conservan. 
una parte de la energía contenida en la luz en una forma 
química, ATP, que las células utilizan. Para impulsar las re- 
acciones autotróficas, algunas bacterias fototróficas obtie- 
пеп poder reductor de los donadores de electrones de su 
ambiente, generalmente fuentes de azufre reducido (HS, S', 
5,0} )o Ну. Por el contrario, las plantas verdes, las algas y 
las cianobacterias usan H¿O, por sí mismo un donador de 
electrones débil (тёзе Figura 5.9), como fuente de poder re- 
ductor para reducir NADP* a NADPH, produciendo охі- 
geno molecular, О, como subproducto (Figura 17.2). Puesto 
que hay producción de Ox la fotosíntesis en estos organis- 
mos recibe el nombre de oxigénica. En otras bacterias fo- 
totróficas, donde no hay producción de Оз, el proceso se 
denomina fotosíntesis anoxigénica. Veremos más adelante 
que en tanto que la producción de NADH a partir de sus- 
tancias como el HS por los fototrofos anoxigénicos puede 
о no ser realizado directamente por la fase luminosa, la oxi- 
dación de Н;О a O, por los fototrofos oxigénicos sí lo es 
(Figura 17.2); en consecuencia, estos organismos necesitan 
luz tanto para obtener poder reductor como para la conser- 
vación de energía. 


/__ 17.1 Revisión de conceptos 


Se conocen dos clases de metabolismo energético: los fototrofos 
obtienen energía de la luz, en tanto que la energía de los quí 
miotrofos proviene de fuentes químicas. La fotosíntesis está cons- 
títuida por reacciones luminosas, donde se genera el ATP, y por 
reacciones oscuras, donde hay consumo de ATP para la fijación. 
del CO, 


Түлү Totoro орта la susan lucida es NADPH mientras queen 
к= armigi es NADH 
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Producción de energia y poder reductor en us organismos fototrofos (а) anorigûnicos, en comparación con (о) los Jototrolos ong 
Neos. Aunque ambos tipos de fototrolos obtienen su energía de la luz (hv), en los oxgénicos la luz causa también la oxidación de agua а oxigeno. 


4 ¿En qué son similares los organismos fotoautotrofos y los fo- 
toheterotrofos y en qué son diferentes? 


Y ¿Cuál esla diferencia fundamental entre un fototrofo охе: 
mico y otro anoxigénico? 


La fotosíntesis sólo se produce en organismos que poseen 
algún tipo de clorofila. La clorofila es una porfirina, como 
los citocromos (véase Sección 5.11), pero, a diferencia de és- 
tos, las clorofilas contienen un átomo de magnesio, en vez de 
un átomo de hierro, en el centro del anillo de porfirina. La 
clorofila también contiene radicales específicos unidos al 
anillo de porfirina, así сото una molécula de alcohol de 
cadena lateral hidrofóbica. Esa cadena lateral permite la 
asociación de la clorofila con lípidos y proteínas hidrofóbi- 
саз de las membranas fotosintéticas. 

La estructura de la clorofila a, que es la clorofila princi- 
pal de las plantas superiores, la mayor parte de las algas y 
las cianobacterias, se muestra en la Figura 17.3. La clorofila 
а es de color vende porque absorbe con preferencia la luz roja 
y la azul y transmite la luz verde. En la Sección T03 se men- 
cionó el espectro electromagnético. Las propiedades de un 
pigmento se expresan por su espectro de absorción, que indi- 
ca el grado en el que el pigmento absorbe luz de diferentes 
longitudes de onda. El espectro de absorción de células que 
contienen clorofila а muestra una fuerte absorción de la luz 
roja (absorción máxima a una longitud de onda de 680 nm) 
y de la luz azul (máxima a 430 nm) (Figura 1734). 

Existen varias clorofilas distintas que se distinguen por 
sus diferentes espectros de absorción. La clorofila b, por 
ejemplo, tiene una absorción máxima а 660 nm, en vez de 
а 680 nm. Muchas plantas tienen más de una clorofila, pero 
las más comunes son la a y la b. Entre los procariotas, las cia- 
nobacterias tienen clorofila a, pero los fototrofos anoxigé- 
nicos, como las bacterias rojas y las verdes, pueden tener 
diversas bacterioclorofilas (Figuras 17.3 y 17.4), La bacterio- 
clorofila a (Figura 17.30), presente en la mayoría de bacte- 
rias rojas (véase Sección 12.2), tiene su máximo de absorción 


entre 800 у 925 nm, dependiendo de la especie. Diferentes. 
especies presentan distintas proteínas asociadas a pig; 

tos y la absorción máxima de la bacterioclorofila a depen: 

de hasta cierto punto de la naturaleza de esas proteínas y 
de la forma en que se ordenan en fotocomplejos. Otras Бас, 
terioclorofílas, presentes en diversas líneas filogenéticas, 
absorben en otras regiones del espectro visible e infrarrojo 
(Figura 17А). 

¿Por qué los organismos tienen varias clases de clorofi 
la que absorben luz a diferentes longitudes de onda? Una 
razón podría ser el mejor uso de la energía del espectro elec 
tromagnético. Sólo la energía de luz que se absorbe puede: 
usarse para producir energía; al tener diferentes pigmen- 
tos, dos microorganismos no relacionados pueden coexîse 
tir en un mismo hábitat, donde cada uno usa longitudes de 
onda que el otro no utiliza. Por tanto, la diversidad en la 
pigmentación tiene significado ecológico. 


Membranas fotosintéticas y cloroplastos 

Los pigmentos clorofílicos y todos los demás componentes 
del aparato captador de luz se encuentran en el interior de 
la célula, dentro de sistemas de membrana especiales, las 
membranas fotosintéticas. Su localización en la cólula es di- 
ferente en los microorganismos procariotas y en los е 
riotas. En los eucariotas, la fotosíntesis está asociada con 
orgánulos intracelulares especiales, los cloroplastos (Figura. 
17.50) (véase Sección 14.3). Los pigmentos clorofílicos se 


queda dividido en dos regiones, la matriz que los rodea y 
el espacio interior dentro de las capas de tilacoides (Fi 
17.50). Esta disposición permite el desarrollo de un 
diente electroquímico de protones con energía de la luz 
puede usarse para sintetizar ATP, como se describirá 
adelante en la Sección 17.5. 

No existen cloroplastos en los procariotas y los pi 
mentos fotosintéticos están integrados en sistemas 
membrana internos que se forman (1) por іпуаріпасібп. 
la membrana citoplasmática (bacterias rojas) (véase, 
ejemplo, Figura 1224 y b; véase también Figura 17.12), 
por la membrana citoplasmática misma (heliobacteri 
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ШТЕЙ Estructura de a cio- 
тоба a y dela bacteriociorofla a, las 
dos son tevapiroles соп magnesio). 
Las dos moléculas son idénticas ex- 
apto en las porciones señaladas en 
этайо y verde. E átomo central de 
Mg se indica өп color azul. El espec- 
о de absorción correspondiente а 
саба molécula es ol siguiente: (a) cè- 
Маз del alga verde Chiamydomonas 
rasa Sección 4.11). Los picos a 680 
J490 nm ве deben a la clorofila a; el 
| peo a 480 nm se debe alos carote- 
поез, (o) células de la bacteria roja 
бюшдса Ahodopseudomonas pa- 
ш вазо Sección 12.2). Los picos 
8670,000, 590 y 360 nm вө deben а 

bactsriocioroia a, mientras que los 
picos a 525 y 475 nm зе deben a los 
tarotenoides. Obsérvese que өп la 
bacieriociorotin a, el anilo está ro- 


Sección 12.20), (3) tanto por la membrana citoplas- 

сото por estructuras especializadas rodeadas рог 

по unitarias llamadas clorosomas (bacterias ver- 

(ойне Figura 17.7), o (4) en membranas de tilacoides en 
cianobacterias. 


de reacción y pigmentos antena 
de una membrana fotosintética, las moléculas de 
о bacterioclorofila se asocian con proteínas en com- 
que contienen de 50 a 300 moléculas (Figura 17.6). 


sólo un número muy reducido de estas moléculas par- 
directamente en la conversión de la energía lumi- 

еп АТР —se trata de las clorofilas o bacterioclorofilas 
Мо centros de reacción (Figura 17.6) —. Aparecen rode- 
por otras moléculas de clorofila más numerosas que 
сото captadoras de luz o antenas. Los pigmentos 
¡captan la luz y transfieren la energía lumínica al cen- 
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tro de reacción. A las bajas intensidades de luz que suelen 
darse en la naturaleza, esta ordenación de las moléculas de 
pigmento permite capturar y utilizar los fotones que de otra 
forma serían insuficientes por sí mismos para llevar a cabo 
la fotoquímica de los centros de reacción. 

El máximo de eficiencia a baja intensidad de luz se en- 
cuentra en el clorosoma de las bacterias verdes del azufre 
y de Chloroflexus (Figura 17.7). Esta estructura funciona 
сото un sistema de antena gigante pero, a diferencia de 
las antenas de las bacterias rojas, las bacterioclorofilas del 
clorosoma no están asociadas con proteínas, En su lugar, 
funcionan más bien como un circuito de estado sólido, ab- 
sorbiendo intensidades extremadamente bajas de luz y 
transfiriendo la energía a la bacterioclorofila а en el centro 
Че reacción localizado en la membrana citoplasmática (Fi- 
gura 17.7). Esta disposición es altamente eficiente en la ab- 
sorción de luz a bajas intensidades y, de hecho, se ha com- 
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Los diterentes radicales que se encuentran өп las posiciones А, а 
зе indican en la tabla que acompaña la figura. Las propiedades de 
ısorciên in vivo pueden determinarse suspendiendo las células 
еп liquido viscoso, como sacarosa al 60% (esto reduce la 
де la мг y tiende a compensar los espectros). La Figura 17.3 indica! 
distintos espectros de absorción que se dan en cada molécula, La 
úsorción máxima in vivo son los picos бе absorción de relevancia 
lógica. El espectro de los extractos celulares pertenecen а 
pigmentos separados de sus proteinas y disueltos en un disolvente 
ú¡ánico, como el metanol. Los espectros de los extractos celulares; 
velan las propiedades de absorción de la bacterioclorofila pura, 
де su unión a los fotocomplejos dentro de las membranas (véanse! 
шаа 17.13y 17.15) 
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ШТП орао стон ела йд е: к edo онно бааа ES Н нано pa 
que ls replegues de las membranas del tiacoide deinen un espacio inten, amado estroma, y forman apamientos membxanosos lar 


Mados grana. 


probado que las bacterias verdes del azufre pueden crecer 
intensidades más bajas de luz que cualquier otro fototro- 
fo conocido. 


verde oscuro, RC) donde se inician las reacciones de transporte 
де electrones. Todos los pigmentos moleculares se man- 

өп su lugar dentro de la membrana gracias a proteinas especifi- 
¡de unión al pigmento. Compárese con las Figuras 17.13 y 17.15. 


/_17.2 Revisión de conceptos 


El pigmento central en la fotosíntesis es la clorofila (о bacterio- 
clorofila). Las clorofilas se localizan еп las membranas fotosin- 
icas, donde tienen lugar las reacciones luminosas. La función 
Че las moléculas antena de clorofila es captar la energía lun 
nosa y transferirla a las clorofilas del centro de reacción. 


Y Teniendo en cuenta su función, ¿por qué es necesario que las 
clorofilas estén localizadas en membranas? 


Y ¿Cuál es la diferencia entre el número de moléculas de clo- 
тоба antena y moléculas de clorofila en el centro de reacción 
еп una membrana fotosintética? ¿Por qué esa diferencia? 


Y ¿Qué pigmentos se encuentran en el interior del clorosoma? 


ЕШЕ carotenoides y ficobitinas 


Aunque la presencia de clorofila o bacterioclorofila es con- 
dición imprescindible para que pueda haber fotosíntesis, 
los organismos fototrofos tienen diversos pigmentos acce- 
sorios que intervienen en la captura y procesado de la ener- 
gía luminosa. Entre éstos se encuentran los carotenoides y 
las ficobilinas. Estos pigmentos desempeñan principal- 
mente una función fotoprotectora (los carotenoides) o de 
captación de la luz (ficobilinas). A continuación, vamos a 
considerar cada unos de estos grupos de pigmentos. 


Carotenoides 

Los pigmentos accesorios más frecuentes son los carote- 
noides, que se encuentran en todos los organismos foto- 
trofos. Los carotenoides son pigmentos hidrofóbicos 
firmemente insertados en la membrana; la estructura de un 
carotenoide típico se muestra en la Figura 17.8. Los carote- 
noides tienen largas cadenas hidrocarbonadas con enlaces 
sencillos (С—С) y dobles (СС), alternados en un sistema 
de dobles enlaces conjugados, En general, los carotenoides 
son de color amarillo, rojo, marrón o verde (vénse Figu- 
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оша тт сосн ds bacioras verdes de aruis уто dl 
але. (a) Merografa electrónica de una сва де Paooyctum cava: 
Moma, bacteria verde dei azur, Obsárvense ca clorosomas echas 
ө) Model del estructura del Соговота El clrosoma color verde) 
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Las moléculas de bacieriociorofia (Bahis с, d о e) antena se len 
en forma da tubos en el interior del боола, y a enargla sa Marat 
беба esas bactericioraias а ravés de las moléculas Bch a captar 
¿oros de hz (LH) a la Beha del centro de rección (AC) m a membrana 
citoplasmática (azul). Las proteinas de la placa básal (BP) funcionan 
como conectora enire el corosoma y la membrana ctoplasmátca. 


ra 122) y absorben luz en la región azul del espectro (véase 
Figura 17.3). Los tipos y estructuras de los carotenoides de 
diversos fototrofos están bien estudiados y los principales 
carotenoides de los fototrofos anoxigénicos se muestran en 
la Figura 17.9, Estos pigmentos son los responsables de los 
colores brillantes rojo, rosa, verde, amarillo o marrón que se 
observan en diferentes especies de fototrofos anoxigénicos 
(danse Figuras 12.2 y 12.5) 

Los carotenoides se asocian estrechamente con la cloro- 
fila en la membrana fotosintética, pero no participan direc- 
tamente en las reacciones de fotofosforilación. Sin embargo, 
pueden transferir energía a los centros de reacción para ser 


usada en la fotofosforilación, del mismo modo que la ener- 
gía luminosa capturada directamente por la clorofila. Los. 
carotenoides actúan también como agentes fotoprotectores. 
Con frecuencia, la luz brillante resulta perjudicial para las 
células porque causa reacciones fotooxidativas que produ- 
сеп oxígeno tóxico, como por ejemplo oxígeno singlete, О; 
(обе Sección 6.13), y pueden destruir el propio aparato fo- 
tosintético. Los carotenoides atenúan esas especies de oxt- 
geno tóxico y absorben buena parte de la luz perjudicial. 
La función fotoprotectora de los carotenoides constituye 
una ventaja evidente, puesto que los organismos fototro- 
fos tienen que vivir en presencia de luz, 


Ficobilinas y ficobilisomas 

Los cloroplastos de cianobacterias y algas rojas contienen fi- 
cobiliproteínas, que son los principales pigmentos capta- 
dores de luz en estos organismos. Las ficobiliproteínas son 
Че color rojo о azul y son cadenas tetrapirrólicas abiertas 
acopladas a proteínas (Figura 17.100). El pigmento rojo fs 
coeritrina presenta absorción máxima de luz a longitudes 
de onda próximas а 550 nm, mientras que el pigmento azul 
ficocianina (Figura 17.104) presenta absorción máxima a 620 
nm (Figura 17.11). Un tercer pigmento, llamado aloficocia 
nina, absorbe a 650 nm. 

Las ficobiliproteínas se presentan como agregados de 
alto peso molecular, llamados ficobilisomas, unidos a las 
membranas fotosintéticas (Figura 17.100), Los ficobilisos 
mas están construidos de modo que las moléculas de alo- 
ficocianina establecen contacto físico con la membrana 
fotosintética y están rodeados por moléculas de ficocianís 
па y ficoeritrina. Estos últimos pigmentos absorben luz de 
longitud de onda más corta (de mayor energía) y trans 
fieren la energía a la aloficocianina, que está estrechamente 
ligada a la clorofila del centro de reacción. Los ficobiliso+ 
mas permiten, por tanto, un transporte eficiente de la enet 
gía desde los complejos de biliproteinas a la clorofila, 
permitiendo el crecimiento de las cianobacterias incluso4 
bajas intensidades luminosas. De hecho, el contenido o 
lular de ficobilisomas aumenta cuando la intensidad Тит 
nosa disminuye, de modo que las células que crecen й 
intensidades más bajas son las que más ficobilisomas cons 
tienen. 

La función concentradora de luz de los pigmentos ac 
cesorios, como los carotenoides y las ficobilinas, constituye 
una ventaja para el organismo. La luz solar se distribu) 
por todo el rango del espectro visible, pero las clorofi 
sólo absorben bien en una parte de este espectro. Con ЮЖ 
pigmentos accesorios el organismo es capaz de capturaf 
más luz (Figuras 17.3 y 17.11) 


БЕКШ Estructura del f-caroteno, un carotencido tipico, 


destaca en color naranja el sistema de dobles enlaces conjugados: 
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Avai ë 


Estructura de algunos carotenoides comunes de los fototrofos anoxigénicos. Compárese la estructura del -caroteno que apa- 
ееп la Figura 17.8 con la que está aquí. Para simplificar, en las estructuras dibujadas aquí los grupos metilo (CH,) ве designan sólo por sus 
enlaces. Los arii carotenoides ве distinguen de los añicos en que los primeros contienen un anilo aromático en un extremo, En la Sección 12.2, 
зе discuto acerca de las bacterias rojas; өп la 12.20, las heliobactorias; en la 12.32, las bacterias verdes del azufre y en la Sección 12.35, las bac- 
oras verdes no dol azufre, 


| Figura 17.10 езү сет 
төз. (a) Una ficobiina tipica. Este com- 
puesto es una cadena tetrapiróla abierta 
que deriva biosintéticamente de un anilo 
ıporfrinico cerrado por pérdida de un átomo. 
де carana como monóxido de carbono. 
La estructura que se muestra es el grupo 
prostético de la ficocianina, un pigmento 
proteico que se encuentra en Салобас- 
terias (ивазе Sección 12.25) y algas ro- 
jas (véase Sección 14.11). (b) Morografa 
«electrónica de una sección fina de la cia- 
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| Figura 17.1 tosco cs оос de una Canovacieña ave 
тепе como pigmento accesorio una feobllproteina ficocianina). Né- 
tono cómo la presencia де fcocianina ensancha ia гола de longitudes 
de onda do energia lumínica utizabio (entre 600 y 700 т) Compárese 
conta Figura 173 


У_17.3 Revisión de conceptos 


Los pigmentos accesorios, como los carotenoides y las ficobili- 

ıs, pueden absorber la luz y transferir la energía a la clorofila 
del centro de reacción, ampliando así las longitudes de onda 
quese pueden usar en la fotosíntesis. Los carotenoides también 
desempeñan un papel protector esencial evitando daños foto- 
oxidativos en la célula, 


Y ¿En qué organismos se encuentran las ficobiliproteínas? 


Y Compárese la estructura de una ficobilina con la de una clo- 
rofila. 


Y La ficocianina es de color verde azulado, ¿qué longitud de 
onda absorbe? (Vénse Figura 10.6.) 


'otosíntesis anoxigénica 


En todos los organismos fototrofos, el proceso de síntesis de 
ATP mediante la luz comprende un transporte de electro- 
nes a través de una secuencia de transportadores de elec- 
trones, Estos transportadores se disponen en la membrana 
fotosintética formando series que van desde aquellos que 
muestran un potencial de reducción electronegativo a los 
que tienen un potencial más electropositivo. А continua- 

ión, vamos a considerar la estructura del aparato fotosín- 
tético y los detalles del flujo fotosintético de electrones en 
las bacterias rojas, en las cuales se conocen bien los aspec- 
tos moleculares de la fotosíntesis. 


Estructura del aparato fotosintético de las 
bacterias rojas 

El aparato fotosintético de las bacterias rojas se localiza en 
sistemas membranosos intracitoplasmáticos de morfología 
variada. Un tipo observado comúnmente consiste en vesí- 
culas membranosas (cromatóforos) o lamelas (Figura 17.12). 


Membranas de fototrofos anoxigónicos. (a) Groma- 
tóforos. Sección transversal de una célula de la bacteria roja fototrófi- 
са Rhodobacter capsulatus que contiene abundantes membranas 
fotosintéticas vesiculares. Las vesiculas son invaginaciones de la mem- 
brana citoplasmática. Las áreas claras corresponden a regiones de la 
célula donde se almacena el polímero de reserva, pol--hidroxibutirato 
(увазе Sección 4.13). La célula tiene aproximadamente 1 jam de an- 
chura (0) Membranas lamotares de una bacteria halófia roja. La an- 
chura de la célula es aproximadamente de 1,5 ит. Estas membranas 
también proceden de la invaginación de la membrana citoplasmática, 
pero, en lugar de formar vesículas, se apilan de la misma manera qué 
los ilacoides de las cianobacterias (Figura 17.5). 
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El aparato fotosintético consta de си; 


ro complejos рі 
mento-proteína unidos a membrana, más un complejo de 
АТРаѕа que permite la síntesis de ATP a expensas de una 
fuerza protón motriz (vénse Sección 5.12). Tres de los cuatro 
complejos, el centro de reacción, el componente captador de luz 
Ly el componente captador de lı específicos de la fo- 
tosíntesis; el cuarto complejo del aparato fotosintético, el 
complejo del cit 

кото а la fotosíntesis. La estructura y función del comple 


П, so 


bey, es común tanto a la respiración 


jo del citocromo be, se comentó en la Sección 5.11 

Mediante difracción de rayos X, se ha cristalizado el 
centro de reacción fotosintético de las bacterias rojas y se 
ha determinado su estructura hast 
vel atómico (Figura 17.130). Los 
bacterias rojas contienen tres polipéptidos desi 
como subunidades L, М y H. Estas prot 
mente embebidas en la membrana fotosintética y la atra 
viesan varias veces (Figura 17.130). Los polipéptidos L, M 
уН unen el complejo del centro fotoquímico de res 
que consta de dos moléculas de bacteroclorofila a, de 
nominadas el par especial, 


nados 


1, dos moléculas adicionales de 


bacteriocloro cuya función es desconocida, dos mo- 
léculas de bacteriofeofitina (bacterioclorofila a menos su 
tomo de magnesio), dos moléculas de quinona y dos mo- 
сша de un carotenoide 


Todos los componentes del cen 
о de reacción se integran de tal modo que pueden 


interaccionar en reacciones rápidas de transferencia de 


lectrones que, como veremos, conducen finalmente а la 


producción de ATF 


е 


spar especial» de moléculas de bact 
[Y boca abajo. Las bactenocioroflas accesorias se inc 


membrana por tres proteinas e 
inacción está integrado en la bicapa lipidica 


Flujo fotosintético de electrones en las 
bacterias rojas 

Recordemos que el centro de reacción fotosintético está 
rodeado por moléculas antena de bacterioclorofila a capta 
doras de luz, que funcionan canalizando la energía lumi 
nosa hacia el centro de reacción (véase Figura 17.6). La 
energía de la luz se transfiere desde la antena al centro de 
reacción en paquetes llamados excitones, estados electróni 
cos móviles que se desplazan con alta eficacia desde la ап. 
tena al centro de 


:cción, La fotosíntesis comienza cuando 
la energía de un excitón alcanza las moléculas del раг es- 
pecial de bacterioclorofila a (Figura 17.134), La absorción 
de la energía excita el par especial convirti 
fuerte donador de electrones, con un potencial de re 
ción muy bajo (E,') 
este fuerte donador de 


jase Sección 5.4). Tras la producción de 


lectrones, se llevan a cabo los pa- 


sos siguientes en el flujo fotosintético de electrones р 


conservar la energía liberada cuando los electrones son 
a membrana desde los portado 
a los de elevado Ey (Figura 17.14). 

Antes de la excitación, el centro de reacción denomi 
P870 tiene un Е,’ de cerca de +0,5 У; tras la excita: 
4 potencial se aproxi 1,0 У (Figura 17.14). El 
electrón excitado dentro de P870 pasa a reducir una molé- 
cula de bacteriofeofitina del centro de reacción (Figuras 
17.13b y 1 mente rá. 
pida, con una duración de tres billonésimas de segundo 
(3 x 107% 5). Una vez reducida, la bacteriofeofítina a 
се primero varias quinonas intermediarias y finalmente una 


transportados a través de 
res de bajo E 


14). Esta transición es extraordin 


EEEIEE Estructura dei contro de reacción de las bacterias tototrotas rojas (а) Disposición de los componentes en el centro de reacción. 
¡oclorofia se superponen y se muestran en ri 


y las moléculas de quinona aparecen en amarillo oscu- 
al par especial, y las moléculas de bacteriofeoftina se mues 


Ilan en tonos azulados. (>) Modelo molecular de la estructura proteica del centro de reacción. Los pigmentos mencionados en (a) se unen a la 
centro de reacción llamadas proteínas Н (azul. М (roja) y L 


El complejo pigmento-proteina del centro de 
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Esquema general del flujo de electrones en la foto- 
sintesis anoxlgónica de una Ьасїөла roja. Sólo ве Indica una reacción 
luminosa. Nótese cómo la energía lumínica convierte un donador de 
electrones débl, P870, өп uno muy fuerte, PB70”, y que a continua- 
ción los pasos restantes del ujo de electrones fotosintético son en su. 
mayoria los mismos que en el flujo de electrones respiratorio. AC, cen- 
tro de reacción; Behi, bacteriociorofla; Bph, bacteriatagftina: О, Os- 
quinonas Intermediarias; depósito de О, conjunto de quínonas de la 
membrana y Cyt, citocromo, 


quinona del «depósito de quinonas» (quinone pool), que se 
encuentran en la membrana. Esta transición es también 
muy rápida, dura menos de una mil millonésima de se- 
gundo (Figuras 17.14 y 17.15). En comparación con las que 
ocurren en el centro de reacción, las reacciones posteriores 
de transporte de electrones son más bien lentas, del orden 
de micro- o milisegundos. Desde la quinona, los electrones 
se transportan en la membrana a través de una serie de fe- 
rro-Sulfoproteínas y citocromos (Figuras 17.14 y 17.15), vol- 
viendo finalmente al centro de reacción. Las proteínas clave 
еп este transporte son el citocromo су y el citocromo с; (Fi- 
gura 17.14). El citocromo с, es periplasmático y sirve como 
transportador de electrones entre el complejo be, unido а 


membrana, y el centro de reacción (véanse Sección 5.11 y Fi- 
guras 520, 17.14 y 17.15). 


Fotofosforilación 

La síntesis de ATP durante el flujo fotosintético de electro- 
nes es el resultado de la formación de un gradiente elec- 
troquímico de protones o fuerza protón motriz, generada рог. 
la salida de protones durante el transporte de electrones, y 
la actividad de ATPasas que acoplan la desaparición del 
gradiente de protones a la formación de ATP (véase Sección 
5.12). La serie de reacciones se completa cuando el citocro- 
то с; опа un electrón al par especial de bacterioclorofilas 
(Figura 17.14), volviendo estas moléculas a su estado ori- 
ginal de potencial (Е, = +0,5 У). Entonces, el centro de 
reacción es capaz de absorber nueva energía repitiendo el 
proceso. Este método de producir ATP se llama fotofostor 
rilación cíclica, porque los electrones se mueven repetida- 
mente en círculo. La fotofosforilación cíclica se parece a la 
respiración en la que el flujo de electrones а través de la 
membrana establece una fuerza protón motriz. Sin embar- 
go, a diferencia de la respiración, en la fotofosforilación ch- 
clica no hay entrada neta пі consumo de electrones; los 
electrones viajan simplemente por una vía cerrada. 

En la Figura 17.15, se ilustran las relaciones espaciales de 
los componentes del transporte de electrones en la mem- 
brana fotosintética bacteriana. Como en el flujo respiratorio 
de electrones (véase Sección 5.11), el complejo del citocro- 
mo kx, interacciona con el depósito de quinonas durante el 
flujo otosintético de electrones (véase Figura 5.20) сото 
medio fundamental para establecer la fuerza protón mo- 
triz que alimenta la sintesis de ATP (Figura 17.15), 


Genética de la fotosíntesis bacteriana 
Las bacterias fotosintéticas rojas son procariotas Gram ne- 
gativos (oénse Sección 12.2), y algunas son 
Adecuadas para la manipulación genética, Especies del pe 
nero Rhodobacier especialmente A згу sphaerok 
des, han sido los principales sistemas de investigación 
genética en fotosíntesis bacteriana. Еп R. capsulatus, la ma- 
yor parte de los genes que intervienen en la fotosíntesis 
Están agrupados en varios operones que ocupan en el cro 
mosoma una región de 50 kb llamada agrupación (ue) 
génica fotosimtética (Figura 17.16). Estos genes codifican 
proteínas implicadas en (1) la biosíntesis de bacteriocloro- 
filas (genes bch) y (2) la de carotenoides (genes сп), así 
(3) la de polipéptidos que unen moléculas de pigmentos de 
los centros de reacción con los complejos captadores de 
кетр ри. уто) (Figura 17.16). 

Сото ез de suponer, еп las bacterias fototrofas la sinte 
sis de las proteínas que se unen a la bacterioclorofila, 
noides y pigmentos tiene que ser un proceso muy 
nado. Cuando se sintetizan nuevos complejos fotosintéticos 
deben encontrarse dentro de la célula las proporciones 
rrectas de cada uno de los componentes para el 
je final. El análisis bioquímico y genético de la fotosi 
еп Rhodobacter capsulatus ha demostrado la existencia 
esta expresión coordinada de los componentes 
соз debido а que los operones se disponen formando 
peroperones. Los transcritos de los operones relaciona 
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onla biosíntesis de pigmentos (bch y crt) (Figura 17.16), en 
Уел de terminar al final de un operón, se alargan por los 
promotores y genes estructurales que codifican los poli- 
péptidos de los complejos fotosíntéticos, constituyendo lar- 
Боз transcritos que codifican más de una proteína. Los su- 
úperoperones de la fotosíntesis permiten así la transcripción 
de muchos genes relacionados funcionalmente, cuyos pro- 
ductos interaccionan y forman los complejos fotosintéticos 
que posteriormente se incorporan a la membrana. La señal 

ога que controla la transcripción del agrupamiento 

fotosintético en estos organismos es el Os. El oxige- 
по molecular reprime la síntesis de pigmentos, de tal modo 
¡que la fotosíntesis en los fototrofos anoxigénicos sólo se 
Produce bajo condiciones anóxicas. 

Para el análisis genético de la fotosíntesis de las bacte- 
flas rojas ha sido de gran ayuda la diversidad bioenergéti- 
са de las especies de Rhodobacter; además de su capacidad 

га la fotosíntesis, estos microorganismos pueden crecer 
nla oscuridad por respiración en presencia o ausencia de 
 охірепо. De esta forma, se pueden obtener fácilmente mu- 
antes incapaces de fotosintetizar que se hán útilizado en 
"ixperimentos de intercambio genético (véase Capítulo 10) 
Гага caracterizar el número, organización y expresión de 
genes fotosintéticos, 


Disposición de los. 
Complejos proteicos en la membrana fo- 
tosmtética de una bacteria fototrota roja. 
El gradiente de protones generado por 
la luz se utliza para la síntesis de АТР 
por la АТР sintasa (ATPasa). LH, com- 
plejos de bacteriociorofia captadores de 
luz. ЕС, centro de reacción; Bohl, bac- 
teriociorofila; Bph, bacterioteoftina; О, 
quinona: Реб, proteina con hiero y azu- 
fre be1, complejo de citocromo bc; c2, 
citocromo c2. Para una descripción del 
funcionamiento del complejo be1 y del 
ciclo О, cuyos detalles по aparecen 
“aquí. véase Figura 520. 


am А 


Autotrofia en bacterias rojas: donadores de 
electrones y transporte inverso de electrones 
La formación de ATP no es suficiente para el crecimiento 
autotrófico de una bacteria roja; es necesaria la formación 
de poder reductor (NADH o NADPH), de manera que el 
CO, se pueda reducir hasta el nivel del material celular, 
Сото se ha mencionado anteriormente, en las bacterias ro- 
jas del azufre esto se hace habitualmente con Н, 
también se puede emplear S’, 5,0 e incluso Ё 
ferentes especies. Cuando el donador de electrones es HS, 
se almacenan glóbulos de 5” en el interior de las células (Fi- 
gura 17.174). ¿Cómo reducen estas sustancias el NAD" a 
NADH? 

Las sustancias reducidas como el sulfuro de hidróge- 
по (Н;5) о el tiosulfato (S¿O+”-) son oxidadas por citocro- 
mos del tipo с y sus electrones acaban en el «depósito de 
quínonas» de la membrana fotosintética (vase Figura 17,14), 
Sin embargo, el Ey’ de la quinona (alrededor de 0 voltios) по 
es lo suficientemente negativo para reducir МАР" (-0,32 
voltios) directamente, de manera que en esas condiciones 
los electrones del depósito de quinonas son forzados a re- 
roceder, contra el gradiente termodinámico, para reducir el 
МАР? a NADH (Figura 17.14). Este proceso que consume 
energía recibe el nombre de transporte inverso de electrones y 


Mapa de la agrupación de genes lotosimiétcos de la bacteria fototrofa roja Rhodobacter capsulatus. Los genes se disponen 


superoperones, donde los transcritos de los operones de la biosíntesis de pigmentos se prolongan incluyendo la transcripción de los polípéptidos. 
ов complejos totosináticos. Los genes beh, que codifican las proteinas que sintetizan bacteriociorofila, se muestran en verde, mientras que: 
¡ganes crt, que codifican las proteínas que sintetizan carotenoides, se muestran en rojo, Los genes que codifican los polpéptidos del centro. 
acción genes puh y puf) зе indican en azul, y los genes que codifican los polipéptidos del sistema captador de luz | (complejo В870) (genes 
зе indican en amarilo. Los genes cuya función se desconoce se han representado con lineas diagonales. No todos los genes se han desig- 
соп letras. Las flechas indican la dirección de la transcripción. 
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аша тт үсәм» зв bacterias atorófas por microscopia de campo со. a Una bacteria roja: Coral ОЙЛЕ Бе obsanan 
Jon gránulos de azufre depositados en ol interior de la cul.) Una bacteria verde: Chloroblum lmicla. Los Cuerpos refrácti 
azufre depositados fuera dela cêlula. En ambos casos, los gránulos де azure provienen dela oxidación de H,S para oblena poder побио 


está impulsado por la energía de la fuerza protón motriz. El 
transporte inverso de electrones es también el mecanismo 
por el cual los quimiolitotrofos obtienen su poder reduc- 
tor, а menudo de donadores de electrones E,’ extremada- 
mente positivos (véanse Secciones 17.8-17,12), 


Comparación del transporte fotosintético 
de electrones y la síntesis de poder reductor 


Hasta aquí hemos с usién del transporte 
fotosintético de electrones 'en las bacterias rojas. Aunque 
componentes similares de membranas impulsan la foto- 
fosforilación en otros microorganismos fototrofos anoxigé- 
nicos, existen diferencias en algunas de las reacciones 
fotoquímicas que influyen en la biosíntesis de poder re- 
ductor. La Figura 17.18 compara las reacciones luminosas 
de las bacterias rojas, las verdes y las heliobacterias. Ad- 
viértase que, en los dos últimos grupos, el estado de exci- 
tación de las bacterioclorofilas del centro de reacción reside 
en un E,' mucho más negativo, y que la propia clorofila a 
(en las bacterias verdes), о una forma estructuralmente mo- 
dificada de clorofila a llamada hidroxiclorofila а (en las helio- 
bacterias), está presente en el centro de reacción. Esto 
significa que a diferencia de las bacterias rojas, donde la 
primera molécula aceptora estable (la quinona) tiene un 
E, de unos 0 voltios, el Eq’ de los aceptores de las bacterias 
verdes y de las heliobacterias (proteínas FeS) es mucho más 
electronegativo que el NADH. En las bacterias verdes, la 
ferredoxina (reducida por la proteína FeS, Figura 17.18) sir- 
ve directamente como donador de electrones para las reac- 
ciones de fijación de CO, en el ciclo inverso del ácido cítrico 
(véase Figura 17.244). De esta forma, al igual que los foto- 
trofos oxigénicos (que se tratan a continuación), en las bac- 


son gránulos dê 


terias verdes y en las heliobacterias tanto el ATP como dí 
poder reductor son productos directos de las reacciones lu 
minosas. Cuando el donador de electrones para la sintesis 
de poder reductor en las bacterias verdes es el sulfuro, sé 
producen glóbulos de S° igual que en el caso de las bacte 
rias rojas, pero los glóbulos permanecen en el exterior dela 
célula, en vez de en el interior (Figura 17.170) 


/_17.4 Revisión de conceptos 


En el centro de reacción fotosintético de los organismos foto" 
trofos anoxigénicos tiene lugar una serie de reacciones de trani 
porte de electrones cuyo resultado es la formación de una fuerza 
protón motriz y la síntesis de ATP. El poder reductor para la ff 
jación de CO, deriva de reductores presentes en el medio y e 
las bacterias rojas precisa del transporte inverso de electrones 


Z Compárese la fotofosforilación con la fosforilación que tie 
ne lugar por transporte de electrones en la respiración. 

4 ¿Por qué es importante la ordenación de los genes de la fg 
tosíntesis en superoperones? 


/ ¿En qué consiste el transporte inverso de electrones y por дш 
ез necesario? 


Fotosíntesis oxigénica 


Al contrario que en los organismos fototrofos anoxigénis 
соз, en el flujo de electrones de los fototrofos oxigénicos i 
tervienen dos reacciones fotoquímicas distintas 

interconectadas. Los fototrofos oxigénicos emplean la 
Para producir tanto ATP como NADPH, y los electrones ра 
este último proceden de la separación del agua en oxi 
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ШШЕ соза озо o y cs Ls 
de electrones en las bacterias rojas se pone de manifiesto por el hecho de que ві aceptor primario (quinona, О) tiene un potencial más. 
anto que el par NAD-/NADH, En ша bacterias verdes y haliobactorias, ш Jordana (А, cuyo Es mês negativo quel do NADH, la pro 
ducción de ferredoxina tiene lugar por reacciones impulsadas por la luz. Una ferredoxina de bacteria verde impulsa las reacciones de carboxila- 
пилон базе Figura 17 244) Вен, bacteocioroa; BP bacterioleontina. P870 y P640 son centros de rección delas bacterias rojas 
veros, respectivamente, y stan compuestas por Bor а. El ento de reacción де las halctuctoras (P798) contiene Behi g. El centro de resc- 


¡electrones (Figura 17.2). Los dos sistemas de reacciones lu- 

ys se llaman fotosistema 1 y fotosistema П, y cada uno 

ellos tiene una forma de clorofila a en el centro de reac- 
espectralmente diferente. La clorofila del fotosístema 
llamada P700, absorbe luz de longitudes de onda largas 
(infrarrojo), mientras que la clorofila del fotosistema I, Па- 


Como en el caso de la fotosíntesis anoxigénica, las reaccio- 
fotoquímicas oxigénicas se producen en membranas. 
as células eucariotas, estas membranas se encuentran en 
cloroplastos (Figura 17.5), mientras que en las cianobac- 
las membranas fotosintéticas se apitañ En el cito- 

ma (Figura 17.6). En ambos grupos de fototrofos, las 
embranas se disponen de modo similar y las dos formas 
dorofila a se unen a proteínas específicas en la mem- 
einteraccionan tal como se indica en la Figura 17.19. 


de electrones en la fotosíntesis oxigénica 
trayectoria del flujo electrónico en los fototrofos oxigé- 
recuerda a una letra Z tumbada. Tanto es así que los 

хов que estudian la fotosíntesis oxigénica se refieren 

flujo como el esquema «Z». El potencial de reducción 

la molécula de clorofila а de P680 en el fotosistema П es 
шу electropositivo, un poco más positivo que el del par 
LO. Esto facilita el primer paso en el transporte de 

‚ la otolisís del agua en átomos de oxígeno e hi- 

geno (Figura 17.19), una reacción que es desfavorable 
Imodinámicamente. Un electrón del agua pasa a la mo- 
oxidada de P680 tras la absorción de un cuanto de 


luz de 680 nm. La energía de la luz convierte P680 en un 
reductor relativamente fuerte, capaz de reducir una molé- 
cula intermediaria de Еу próximo a —0,5 У. La naturaleza 
de esta molécula es dudosa, pero probablemente se trata 
Че una feofitina a (clorofila a sin el átomo de magnesio). 
Desde aquí, el electrón viaja por una seríe de transporta- 
dores en la membrana que incluye quinonas, citocromos y 
una proteína con cobre llamada plastocianina; esta última 
cede electrones al fotosistema II. El electrón es aceptado por 
la clorofila del centro de reacción del fotosistema 1, P700, 
que previamente ha absorbido cuantos de luz e inicia los 
pasos que llevan a la reducción de МАРР" (Figura 17.18). 
Еп el proceso, se produce transferencia de electrones a tra- 
vés de diversos portadores con valores de E,’ en aumento, 
finalizando con la reducción de NADP” (Figura 17.19), 


Síntesis de ATP en la fotosíntesis 
Además de la síntesis neta de poder reductor (es decir, 
NADPH), se producen otros hechos importantes mientras 
los electrones fluyen en la membrana de un fotosistema a 
otro. Durante la transferencia de un electrón desde el acep- 
tor en el fotosistema II a la molécula de clorofila del centro 
de reacción en el fotosistema 1, se produce transporte de 
electrones en una dirección termodinámicamente favora- 
ble (de negativo a positivo). Esto genera una fuerza protón 
motriz que produce ATP. Este tipo de generación de АТР зе 
llama fotofosforilación no cíclica porque los electrones cuyo 
rte origina la formación de ATP no vuelven a redu- 
cir el P680 oxidado. En realidad son usados para la reduc- 
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Flujo de electrones en la fotosintesis oxigénica (plantas verdes) у el esquema en =2>. Intervienen dos fotosistemas (PS), PST 
PS Il. Ph, гопа; О, quinona; Chl, clorofila a; Cyt, citocromo; PC, plastocianina; FoS, ferro-sulfoproteina sin grupo hemo; Fd, ferredoxina; 
avoproteina; P680 y P700 son los centros de reacción para las clorofilas de PS Il y PS 1, respectivamente. Compárese con la Figura 17.14, 


ción-de NADP”. Cuando existe suficiente poder reductor, 
también se puede producir ATP en los fototrofos oxigénicos 
рог fotofosforilación cíclica, en la que funciona sólo el foto- 
sistema 1 (Figura 17.18). Esto ocurre cuando los electrones 
se desplazan desde la ferredoxina al complejo del citocro- 
mo lf, desde donde el transporte de electrones devuelve el 
electrón a P700. Este flujo crea un potencial de membrana 
y hay síntesis adicional de ATP (véase la línea discontinua 
en la Figura 17.19) 


Fotosíntesis anoxigénica en fototrofos 
oxigénicos 

Los fotosistemas Гу П funcionan normalmente juntos en el 
proceso oxigénico. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, 
muchas algas y algunas cianobacterias son capaces de efec- 


tuar fotofosforilación cíclica usando sólo el fotosistema Ту 
obteniendo el poder reductor de fuentes distintas del a 
Esto es, de hecho, una fotosíntesis anoxigénica, como la 
llevan a cabo las bacterias rojas y las verdes, 

Algunas cianobacterias pueden usar HS como dı 
dor de electrones para la fotosíntesis anoxigénica, en tanto 
que las algas verdes pueden usar H,. Cuando se usa HS, s€ 
oxida а azufre elemental (S?) y se depositan fuera de la cé 
lula gránulos de azufre similares a los producidos por 
bacterias verdes del azufre (véase Figura 17.175); un ејепу 
lo proporciona Oscillatoria límnetica en la Figura 17.20. 
cianobacteria filamentosa vive en charcas salinas ricas 
sulfuros, donde puede llevar а cabo fotosíntesis an 
nica junto con las bacterias fotosintéticas rojas y verd 
dando azufre como producto de oxidación del sulfuro 
gura 17.20). En cultivos de O. línmetica, el flujo de el 
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Села de la cianobactoria Mlamentosa Oscilatona 
Атоебса creciendo angeróbicamente en sulfuro como donador de elec- 
болов fotosintático, Se observan claramente los glóbulos de azufre 
slmemal, producto de la oxidación del sulfuro, formados fuera de la 
ойла 


nes por el fotosistema II resulta notablemente inhibido por 
la presencia de FLS, por lo que el organismo necesita foto- 

Sintesis anoxigénica para sobrevivir 
Desde un punto de vista evolutivo, la existencia de fo- 
“tofostorilación cíclica tanto en los fototrofos oxigénicos 
somo anoxigénicos indica una estrecha relación filogenéti- 
Aunque organismos como Oscillatoria limnetica, que rea- 
Tizan fotosíntesis oxigénica, han adquirido el fotosistema Ш 
pacidad para romper el H:O, bajo 
condiciones todavía conservan la capacidad de usar 

йо el fotosistema 1 


17.5 Revisión de conceptos 
la fotosintesis oxigénica, el agua da electrones y se produce 
o. Intervienen por separado dos reacciones luminosas, el 
istema 1 y el IL. El fotosistema 1 se рагесе sistema carac- 
dico de la fotosíntesis anoxigénica. El fotosistema П es res- 
ble de romper HO produciendo O, 


¿Por qué se empleo el término transporte de electrones посі. 
dico en relación con la fotosíntesis anoxigénica? 

¿Cuál es la principal diferencia entre las moléculas de cloro- 
fila de los dos centros de reacción en los fotosístemas Гу 11? 


algunos de los diversos mecanismos bioquími- 
¡de fijación de СО, para dar material celular. En esta sec- 
зе va a tratar el sistema más extendido, el ciclo de 


„ que debe su nombre а su descubridor, Melvin Cal- 
El ciclo requiere NAD(P)H y ATP у dos enzimas clave, 


1а ribulosa bisfosfato carboxilasa y la fosforribuloquinasa. El res- 
to del ciclo lo dirigen varias enzimas que están presentes en 
numerosos organismos, tanto autotrofos сото heterotrofos. 


RubisCO y formación de PGA 

El primer paso en la reducción del CO, porel ciclo de Calvin 
es la reacción catalizada por la enzima ribulosa bisfosfato 
carboxilasa (RubisCO). Esta enzima es de amplia distribu- 
ción y está presente en las bacterias rojas, cianobacterias, al- 
gas y plantas verdes, en la mayoría de quimiolitotrofos del 
dominio Bacteria, e incluso en algunas especies del dominio 
Archaea, como las formas estructuralmente únicas de arqueas 
hipertermófilas. La RubisCO cataliza la formación de dos 
moléculas de ácido 3-fosfoglicérico (PGA) a partir de ribulosa 
bisfosfato y de СО, como se muestra en la Figura 17.21. Des- 
pués, el PGA es fosforilado y reducido al nivel del interme- 
diario esencial de la glicólisis, el gliceraldehído 3-fosfato (véase 
Sección 510). А partir de aquí, se puede formar la glucosa 
por el camino inverso de los primeros pasos de la glicólisis 
Pero, si sólo se consume una molécula de CO, y una de ri- 
bulosa bisfosfato, ¿qué pasos se siguen en el ciclo para crear 
una molécula completa de glucosa?, y, ¿cómo podemos re- 
generar el aceptor, la ribulosa bisfosfato? 


Estequiometría del ciclo de Calvin 
Vamos a considerar las reacciones del ciclo de Calvin Ба- 
sadas en la incorporación de 6 moléculas de СО) Para que 
la RubisCO incorpore 6 moléculas de CO, se requieren 6 
moléculas de ribulosa bisfosfato como aceptoras (Figura 
1722). Esto origina 12 moléculas de ácido 3-fosfoglicérico 
(un total de 36 átomos de carbono). Estas 12 moléculas sir- 
ven como esqueleto carbonado para formar 6 nuevas molé- 
culas de ribulosa bisfosfato (un total de 30 átomos de 
carbono) y 1 molécula de hexosa para la biosíntesis celular, 
Una compleja serie de reorganizaciones con intermediarios 
Cy Ce Cy С, y Cs origina finalmente 6 moléculas de ribu- 
losa 5-fosfato, que generan finalmente las 6 moléculas de ri- 
bulosa bisfosfato. El paso final en la regeneración de 
ribulosa bisfosfato es la fosforilación de la ribulosa 5-fosfa- 
to con ATP por la enzima fosforribuloquinasa (Figura 17.210) 
Al igual que la RubisCO es exclusiva del ciclo de Calvin. 
Consideremos ahora la estequiometría global de la con- 
versión de 6 moléculas de CO, en 1 molécula de fructosa 6- 
fosfato (Figura 17.22). Para la reducción de 12 moléculas de 
ácido fostoglicérico (PGA) a fosfogliceraldehído se requie- 
теп 12 moléculas de ATP y 12 de NADPH, y otras 6 molé- 
culas de ATP son necesarias para la conversión de ribulosa 
fosfato а ribulosa bisfosfato, Por tanto, en el ciclo de Calvin 
se requieren 12 NADPH y 18 ATP para sintetizar 1 molécula de 
hexosa а partir de 6 moléculas de CO. Durante periodos en 
los que el ATP y el NADPH son abundantes, las moléculas 
Че hexosa pueden convertirse en polímeros de reserva, como 
glucógeno, almidón y poli-B-hidroxialcanoatos (véase Sec- 
ción 4.13). Estos polímeros pueden ser utilizados más tar- 
de para construir nuevo material celular, 


Carboxisomas 

Algunos procariotas autotrofos que utilizan el ciclo de Cal- 
vin para la fijación de CO) producen inclusiones poliédri- 
саз denominadas carboxisomas. Estas inclusiones tienen un 
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Ribulosa 5-tostato 


Reacciones enzimáticas clave del cicio de Calvin. (а) Reacción de la enzima nbulosa Disfostato сагБояйаза, RubisCO. (b) Pasos 
бо la conversión del ácido 3-fosfoglicérico (PGA) a 3-fostogliceraidehido. Obsérvese que se requiere АТР y NADPH. (с) Conversión de ribulosa 
S-tostato а ribulosa bistosfato (molécula aceptora de СО, por la enzima fosforbuloquinasa. 


diámetro de unos 100 nm, están rodeadas por una fina 
membrana по unitaria, y consisten en un conjunto cristali- 
no fuertemente empaquetado de moléculas de RubisCO 
(Figura 17.23). Se cree que los carboxisomas constituyen un 
mecanismo рага aumentar la cantidad de RubisCÓ en la 
célula, lo cual permite una fijación más rápida del CO, sin 
afectar la osmolaridad del citoplasma (la presión osmótica 
no se ve afectada porque el carboxisoma ёз insoluble). Se 
han encontrado carboxisomas en bacterias quimolitotrofas 
estrictas, en oxidadoras de azufre, en bacterias nitrifican- 
tes y en cianobacterias y proclorófitos (véanse Secciones 123, 
124, 12.26 y 12.27, respectivamente). No están presentes en 
los autotrofos facultativos (organismos que pueden crecer 
ya sea como autotrofos о como heterotrofos), como es el 
caso de los fototrofos anoxigénicos rojos, a pesar de que 
cuando crecen como fotoautotrofos utilizan el ciclo de Cal- 
vin para fijar CO), Con todo esto, puede que el carboxiso- 
ma sea una adaptación evolutiva a la vida bajo condiciones 
autotróficas estrictas. 


/__ 17.6 Revisión de conceptos 


En la mayoría de fototrofos y en otros organismos, la fijación de 
СО, sigue el ciclo de Calvin, donde la enzima ribulosa bisfosfato 
carboxilasa (RubisCO) desempeña un importante papel. El ciclo 


де Calvin es un proceso que consume energía y convierte el СО; 
en azûcar. 


y ¿Qué reacción lleva a cabo la enzima ribulosa bisfosfato car 
hoxilasa? 

+ ¿Porqué se necesita poder reductor para el crecimiento au 
totréfico? 


¿Qué es un carboxisoma? 


Las bacterias verdes del azufre y no del azufre disponen de 
mecanismos alternativos para la fijación autotrófica de: 
En la bacteria verde del azufre Chlorobium (Figuras 17.74; 
17.170), la fijación tiene lugar por una inversión de los 
del ciclo del ácido cítrico (véase Figura 5.22), una vía 
tabólica conocida como ciclo inverso del ácido cítrico (Fi 
ra 17.244). Chlorobium contiene dos enzimas unidas а 
doxina que catalizan la fijación reductora de CO, a int 
mediarios del ciclo del ácido cítrico. Las dos reacci 
ligadas a ferredoxina comportan la carboxilación de ви 
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NADPH (procedente de reacciones. 
luminicas o de flujo inverso de electrones) 


ATP (de reacciones lumínicas)- 


12 3-Fostoglicerato 
(36 carbonos) 


12АТР 


6 Ribulosa 
1,5-bistostato 


6 Ribulosa 
5-tostato 
(90 carbonos) 


“Ciclo de Calvin. Por cada sais moléculas de CO, i 
Goporadas, зе produce una molécula de fructosa 6-losfato, El código 
(ба colores utilizado permite al seguimiento de las reacciones que tie- 
Jen lugar on la Figura 17.21 


А a a-cetoglutarato y la carboxilación de acetil-CoA 
piruvato (Figura 17.244). La mayoría de las restantes re- 
es del ciclo del ácido cítrico están catalizadas por en- 

ıs que trabajan invirtiendo la dirección del ciclo 
dativo normal. Una excepción es la citrato liasa, una en- 
dependiente de ATP que escinde el citrat en acetil- 

у oxaloacetato en las bacterias verdes del azufre. En la 
oxidativa del ciclo, se obtiene citrato a partir de es- 


tos mismos precursores por la enzima citrato sintasa (véase 
Figura 522). 

El ciclo inverso del ácido cítrico como mecanismo de 
autotrofia se ha encontrado también en algunos hiperter- 
mófilos no fototrofos, como las arqueas Sulfolobus y Ther- 
тортоіеиз (véase Sección 13.9), y Aquifex, un autotrofo de 
ramificación primitiva en el árbol filogenético del dominio 
Bacteria (vénse Figura 12.1 y Sección 12.37). Estos hallazgos 
abren claramente la posibilidad de que esta vía esté más 
extendida entre los procariotas autotróficos de lo se había 
pensado, y sugiere que puede estar basada en una forma 
«temprana» de autotrofía 


Autrofia de Chloroflexus 

Chloroflexus, un fototrofo verde no del azufre, crece de for- 
та autotrófica ya sea con Н, о Н;5 como donador de elec- 
trones (irse Sección 12.35). Sin embargo, en este organismo. 
по operan ni el ciclo de Calvin ni el ciclo inverso del ácido 
citrico. En su lugar, dos moléculas de CO, son reducidas а 
glioxilato por una vía metabólica particular, la vía del hi- 
droxipropionato (Figura 17.249). Esta vía conduce a la sín- 
tesis de hidroxipropionato como intermediario clave, Hasta 
ahora, la vía del hidroxipropionato sólo se ha podido con- 
firmar en Chloroflexus, lo cual tiene interés evolutivo si con- 
sideramos que este organismo es la rama anoxifototrofa 
más primitiva en el árbol del dominio Bacteria (véase Fi- 
gura 12.1). Esto sugiere que dicha vía puede haber sido el 
primer intento de autotrofía en fototrofos anoxigénicos y, 
puesto que está bastante extendida la creencia de que estos 
organismos evolucionaron antes que las cianobacterias, qui- 
zá se trata de la primera vía autotrófica de cualquier orga- 
nismo fototrófico, 


/_17.7 Revisión de conceptos 


El ciclo inverso del ácido cítrico y el ciclo del hidroxipropionato 
son vías metabólicas de fijación de CO, que se encuentran 
en las bacterias verdes del azufre y no del azufre, respectivamente. 


4 Indíquense al menos tres maneras, incluida la vía de fija- 
ción de CO,, para distinguir una bacteria roja del azufre de 
una bacteria verde del azufre. 


Z Incluyendo la vía de fijación de COs, ¿qué analogías y dife- 
rencias existen entre las bacterias verdes del azufre y no del 
azufre? 


QUIMIOLITOTROFIA: ENERGÍA 

A PARTIR DE LA OXIDACIÓN 

DE DONADORES DE ELECTRONES 
INORGÁNICOS 


En el Capítulo 5, se han tratado los microorganismos cuyo 
metabolismo energético está basado en la quimioorgano- 
trofia, que es el empleo de compuestos orgánicos como 
fuentes de energía. En las cuatro secciones siguientes nos 
centraremos en los quimiolitotrofos, destacando las estra- 
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| Figura 17.24 PT 


clusia de las bacterias fototrofas ver- 
des. (a) El ciclo inverso del ácido 
citrico es el mecanismo de fijación de 
СО, en la bacteria verde del azufre 
Chloroblum (véase también Figura 
17.17b y Sección 12.32). Femedo- 
жа Indica reacciones de carbo- 
xllación que precisan ferredoxina 
reducida (2 H cada una). Chlorobium 
produce ferredoxina reducida por re- 
acciones impulsadas por la luz (véase 
Figura 17.18), Empezando desde ol 
úoxalacetato, cada vuelta del ciclo su- 
pone la incorporación de 3 moléculas 
de CO, y la producción de piruvato. 
La escisión del citrato regenera el 
aceptor С, oxalacetato y produce 
acetil-CoA para la biosíntesis. La con- 
versión de piruvato a fosfoonolpiruva- 
to consume dos equivalentes de 
enlaces fosfato de айа energia. (b) La 
Ма del hicroxipropionato өз al meca- 
nismo de la autotrofia өп la bacteria 
verde по del azufre Chloroflexus 
(увазе Sección 12.35). El acetil-CoA 

сађохіа dos veces, produciendo 
ımetlmalonil-CoA. Este intermediario 
se reordena produciendo acetil-CoA 
y ойохівіо. Probablemente, este lti- 
то se convierte en material celular 
utilizando como Intermediario serina 
o glicina. 


АТР. 


Ы 


tegias, problemas y ventajas de un estilo de vida que usa 
compuestos químicos inorgánicos como fuente de energía. 


Donadores inorgánicos 
electrones 


Los organismos que obtienen energía a partir de la oxida- 
ción de compuestos inorgánicos se llaman quimiolitotrofos. 
La mayoría de bacterias quimiolitotrofas son también ca- 
paces de obtener todo su carbono a partir del СО, de ma- 
пега que también son autotrofos, Como hemos advertido, 
para crecer con CO, como única fuente de carbono un or- 
ganismo necesita (1) energía (ATP) y (2) poder reductor. En 
los quimiolitotrofos, la generación de ATP es similar a la de 
los quimioorganotrofos, excepto en que el donador de elec- 


(Metiimalon-CoA) 


trones es inorgánico en vez de orgánico. La síntesis de А 
se acopla a la oxidación del donador de electrones, El 
reductor en los quimiolitotrofos se obtiene directamente; 
partir del compuesto inorgánico, si tiene un potencial 
reducción suficientemente bajo, o por las reacciones 
transporte inverso de electrones, como se discutió en la 
ción 17.5 en el caso de las bacterias rojas fototróficas. 


Fuentes de donadores de electrones 


za geológica, biológica o antropocéntrica. La activid 
volcánica es uno de los principales suministros de с 
puestos reducidos de azufre, especialmente de H:S. Las! 
bores agrícolas y la minería añaden al ambiente donadi 
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de electrones inorgánicos, sobre todo compuestos de nitró- 
geno y de hierro, asî como la combustión de combustibles 
fósiles y los aportes de los desechos industriales, Los su- 
ministros biológicos son también importantes, en especial 
la producción de HS, Н; y NH, El éxito ecológico (vénse 
Capítulo 19) y la diversidad metabólica (en este capítulo) de 
los quimiolitotrofos son indicadores de la abundancia de 
fuentes y suministros de donadores de electrones inorgá- 
nicos en la naturaleza. 


Energética de la quimiolitotrofía 
La lista de potenciales de reducción que se indica en la Ta- 
bla A1.2 (Apéndice 1), revela que diversos compuestos in- 
orgánicos pueden suministrar energía suficiente para la 
síntesis de ATP cuando se usa O, como aceptor de electro- 
nes; Recuérdese lo que se dijo en el Capítulo 5 respecto a 
que cuanto más apartadas estén dos semirreacciones en tér- 
minos de E,', mayor será la cantidad de energía liberada. 
Por ejemplo, la diferencia de potencial de reducción entre 
el par H* /H; y el par + О,/Н0 es —1,23 V, lo que equí 
еа una energía libre de - 237 kJ/mol (véase el Apéndice 1 
realizar el cálculo), Por otra parte, la diferencia de po- 
аш entre el par Н” 7H y el par МО; УМО es menot 
ОМ V, equivalente a una energía libre de — 163 kJ/mol. 
Esto es todavía suficiente para la producción de ATP (el en- 
Jace del fosfato de alta energía en el ATP tiene una 
bre de unos —31,8 kJ/mol, véase Tabla 17.6). Sin embargo, 
un cálculo similar mostrará que по hay suficiente energía 
disponible en la oxidación de HS cuando se utiliza como 
асеріог de electrones CO). 
A partir de estos cálculos es posible predecir los tipos de 
olitotrofos que se pueden encontrar en la naturaleza. 
mo los organismos obedecen las leyes de la termodiná- 
са, sólo las reacciones que son termodinámicamente fa 
orables serán capaces de liberar energía potencial. La Tabla 
171 resume la producción de energía de algunas reacciones 
se sabe que llevan a cabo los microorganismos quimio- 
En este capítulo, trataremos algunos de estos pro- 
- Los organismos responsables se discuten en detalle 
los Capítulos 12 y 13. Examinaremos también los aspec- 
¡ecológicos de la quimiolitotrofa en el Capítulo 19. 


Fe es aprovirmadamente de +02 V. 


Be electrones 


Ya 


Revisión de conceptos 


Los organismos quimiolitotrofos son capaces de oxidar com- 
puestos químicos inorgánicos como única fuente de energía y 


poder reductor, La mayoría de los quimiolitotrofos también pue- 
den crecer autotróficamente, 


/ ¿Con qué doble propósito usa un quimiolitotrofo un com- 
puesto inorgánico determinado? 

4. ¿Porqué se obtiene más energía de la oxidación del Hy cuan- 
Чо el aceptor de electrones es el О; que cuando es el SO? 


ЕШ осон del hidrógeno 


El hidrógeno, Н, es un producto bastante común del meta- 
bolismo microbiano y diversos quimiolitotrofos son capa- 
сез de usarlo como donador de electrones en el metabolis- 
mo energético. Se conoce una amplia variedad de especies 
anaeróbicas oxidadoras del Н, de los dominios Bacteria y 
Archaca que difieren en el aceptor de electrones que usan 
(por ejemplo nitrato, sulfato, hierro férrico y otros), Estos or- 
ganismos se tratan más adelante en este mismo capítulo 
(oénmse Secciones 17.14-17.18). Aquí vamos a considerar so- 
lamente las especies aerobías oxidadoras de Нз. También al- 
gunas especies de bacterias H pueden crecer por oxida- 
ción del monóxido de carbono (CO + + O, —* СО,), y estos 
organismos se han tratado en la Sección 12.5. 


Energética de la oxidación del Н, 

La generación de ATP durante la oxidación de Н, es el re- 
sultado de la oxidación de Н; por O, que lleva a la forma- 
ción de una fuerza protón motriz. La reacción global: 


H+ $ OHO АС" =-237k) 


es altamente exergónica y puede producir al menos una 
molécula de ATP. La reacción está catalizada por la enzima 


hidrogenasa, y los electrones del H; se transfieren a una 
quinona como aceptor. Desde aquí los electrones pasan а 
través de una serie de citocromos para reducir finalmente 


AHPOS + SOP + H"—4HPOL + HS Bacterias del сабо -069 91 2 a 
Ha + [OHO Bacterias del hidrógeno. 042 — 2972 2 -2972 
HS + H 30—57 + НО Bacterias del azufre -0237 -2094 2 
Ss" + 1} O, + HO SOF + 2H" Bacterias del azufe -020 -5871 6 -1957 
мні + j O3— NOF + 2H* + но Bacterias nitrificamtes +034 -2747 6 -916 
мог + } O, eNO; Bacterias nitrifcanes +043 741 2 743 
fermoso Fe™ + H* Оз ген + Î HO Bacterias del hierro. +077 329 1 -658 


о calculados a partir de в valores que aparecen en el Apéndice 1; н valores del Ке?” san los que corresponden a pl. los otros a рЫ 7, A pH, a del par 


э ырс del fest, bodas secciones e muestran се O, commo par асери dede EI único nados del fosfito conocido se acopla э БОР como 
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el О; а agua (Figura 17.25). Algunas bacterias del hidróge- 
по tienen dos hidrogenasas, una soluble y otra unida a 
membrana (véase Tabla 12.6). En este caso, la unida 
a membrana interviene en el proceso energético, en tanto 
que la hidrogenasa soluble incorpora H; y reduce NAD” a 
NADH directamente; el potencial de reducción del Hz 
(0,42 V) es tan bajo que hace innecesario el flujo inverso 
de electrones para elaborar poder reductor (Figura 17.25). 
El microorganismo Ralstonia eutropha se ha usado como mo- 
delo para estudiar la oxidación aeróbica del Н.. Algunas 
Че las propiedades de este organismo se han discutido en 
la Sección 125. 


Autotrofla en las bacterias del Н, 

Aunque la mayoría de las bacterias del hidrógeno son ca- 
paces de crecer como quimioorganotrofos, cuando lo ha- 
сеп de forma quimiolitotrófica fijan CO, por el ciclo de 
Calvín (véase Sección 17.6). La estequiometria es así: 


6H, +20, + CO, (СН;О) + 5 HO 


donde (CHO) representa el material celular. Sin embargo, 
cuando hay compuestos orgánicos listos para usar, como la 

Лисоѕа, es reprimida la síntesis del ciclo de Calvin y de 

las enzimas hidrogenasa típicas de las bacterias oxidado- 
ras del Hs. Por tanto, en la naturaleza, cuando los niveles 
de H, en medios óxicos son pasajeros y bajos, es probable 
que las bacterias aerobías del hidrógeno tengan que regu- 
Jar estrictamente sus enzimas catabólicas y cambiar con 
frecuencia de quimiorganotrofas a quimiolitotrofas, de- 
pendiendo de los niveles de compuestos orgánicos y de Hz 


Material celular 


Bioenergetica y funcionamiento de las dos hidroge- 
nasas de bacterias aerobias del H,. En Ralstonia eutropha, qua posee 
оз hidrogenasas, а hdroganasa ligada a la membrana interviene en 
1а energética, en tanto que la hidrogenasa citoplásmica fabrica NADH 
рага el ciclo de Calvin. Obsérvese que la hicrogenasa ligada а mem- 
brana inicia el flujo de electrones que lleva a la formación de una tuer- 
za protón motriz. Algunas bacterias del Н, poseen solamente la 
hidrogenasa ligada a membrana, y en estas organismos la sintesis de 
poder reductor tiene lugar а partir del flujo inverso de electrones. H,asa, 
hidrogenasa: cyt, citocromo: Q, quinona. 


disponibles en sus hábitat. Además, como muchas bacte- 
rias aerobías del Н; crecen mejor en condiciones microó- 
xicas, es posible que estos ог ов prosperen más como 
quimiolitotrofos del H; en la interfase óxico/anóxico. АМ, 
el Н; procedente del metabolismo fermentativo superará 
еп cantidad y continuidad al suministro en hábitat con con- 
diciones altamente óxicas. 


Oxidación de compuestos 
reducidos del azufre 


Muchos compuestos reducidos del azufre pueden ser usa- 
dos como donadores de electrones por una gran variedad 
de bacterias incoloras del azufre. [Se denominan «incolo- 
ras» para distinguirlas de las bacterias (pigmentadas) rojas 
y verdes del azufre que contienen bacterioclorofila, co- 
mentadas antes en este mismo capítulo (véase Figura 17.17)J 
Recordemos que el concepto de quimiolitotrofia proviene 
de los estudios realizados por el gran microbiólogo ruso 
Winogradsky con esas bacterias (néamse Cuadro de texto 
«Winogradsky y la quimiolitotrofia» y Sección 1.6). 


Energética de la oxidación del azufre 
Los compuestos del azufre más comunes que se usan como 
fuente de energía son el sulfuro de hidrógeno (Н;5), el azur 
fre elemental (5?) y el tiosulfato (5:057), En la mayor parte 
de los casos, el producto final de la oxidación es el sulfato 
(SO `) y el número total de electrones que intervienen еге 
tre el HS (estado de oxidación ~2) y sulfato (estado de oxi- 
dación +6) es de ocho (mase Tabla 17.3 para un resumen 
de los estados de oxidación del azufre). Hay menos energía 
disponible cuando se usa uno de los estados de oxidación: 
intermediarios: 
HS +20,=SOF +2H* 

AG"= 798,2 k)/reacción 


Hs +} 


нб + HO 
-2094 k] /reacción: 


S' + HO + 10,504 +2H' 
2 587,1 KJ/reacción: 
50} + HO +20,—250] +2H 
-818,3 k)/reacción 
(409,1 kJ/átomo'S oxidado) 


La oxidación del compuesto más reducido de azufre, 
HS, ocurre en fases, y el primer paso de oxidación origina 
la formación de azufre elemental, S”. Algunas bacterias oxi- 
dadoras de H:S depositan el azufre elemental que se for» 
ma dentro de la célula (Figura 17.264). El azufre deposit 
сото resultado de la oxidación inicial es una reserva de 
energía, y cuando se agota el suministro de H:S, se puedi 
obtener energía adicional mediante la oxidación del azul 
a sulfato. 

Cuando se suministra externamente azufre elemental 
como donador de electrones, el organismo debe crecer uni 
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Aprendiendo del pasado... 


1 concepto de autotrotia quimioito- 
trófica lo desaoló Inicialmente 
Sergei Winogradsky, el gran mierobiélogo 
uso, Winogradsky estudió las bacterias del 
Azufre porque algunas bacterias incoloras del 
ааш (Begglatoa, Тю) son muy gran- 
des (véase Figura 1) y por tanto ticles de in- 
vestgar aunque no estén en cutivo axánico. 
Los manantiales de aguas ricas en H,S son 
Muy comunes por todo el mundo, у él estudió 
алов de esos manantiales on el distrito Ber- 
nese Oberland de Suiza. En los canales de 
esagús de las fuontos sulurosas se dosa- 
olaban grandes poblaciones de Beggiaoa y 
Toth y podia obtenerse un buen material 
para análisis microscópicos y fisiológicos son- 
'lamente cogiéndolo de las blancas masas t- 
lamentosas (véanse Sección 12.4 y Figuras 
1211 y 1249), 
Winogradsky demostró primero que las 
‘bacterias Incoloras del azufre estaban pro- 
“santos sólo en aguas que contenían H,S. A 
medida que las aguas во alejaban de la luen- 
ж, ol H,S зө volatlizaba gradualmente y las 
bactorias dol azulre desaparecian, Esto le su- 
gri que su desarrollo dependía de la pre- 
_ encia де H,S. Winogradsky demostró luego 
que manteniendo flamentos de Boggiato sin 
mentar por un tempo, pordian los gránulos 
Ba azure; no costat, мо que los grânulos se 
_ торогтәп rápidamente si se'añadia una 
Pequeña cantidad de H,S (Figura 1), Conche- 
Уб por tanto, que el H:S se oxidaba а алле 
omental. ¿Pero qué осипа con los gránulos 
de azure cuando los famentos se mantenian 
_ Зо ayuno de Н,5? Medianto pruebas me 
_ croquimicas muy ingeniosas Winogradsky 
demostró que cuando desaparecían los grå- 
в de azutra aparecía sulfato en el me- 
_ о. En consecuencia, отб la daa de que 
'Beggíatos (y por extensión otras bacterias in- 
ойогаз dol azute) ovidan Н,5 а аго ele- 
mental у меро а sullato (н,8— 5° 80,7), 


jala partícula de azufre debido a la gran insolubilidad del 
fre elemental (Figura 17.26b). Adhiriéndose a la partí- 
sel organismo puede obtener eficazmente los átomos de 
fre que necesita. Se cree que este proceso tiene lugar 
facias a la acción de proteínas de membrana o del peri- 


que solubilizan el azu! 


Winogradsky y la quimiolitoautotrofia 


sta oxidación era la principal fuente de ener- 
gia para estos microorganismos. 

Los estudios con Baggiatoa fueron рог 
tanto ia primera contirmación de que un or- 
ganismo podía axidar una sustancia norpd- 
ica como luente de anergia, y éste fue el 
origen del concepto de la quimioitotrofia. А 
рали de esta comienzo, Winogradsky ве de- 
(800 a las bacterias nriicantes, siendo en 
esto grupo donde demostró claramente que ia 
"ación autotrófica de CO, estaba acoplada a 
la oxidación de un compuesto Inorganica, El 
proceso de nitificación se conocia con amo- 
oridad al trabajo de Winogradsky por osuu- 
ов sobre el destino de os residuos cuando, 
зо аладал al suelo. Por ejemplo, al pasar ios 
residuos псов өп amoniaco a través de una 
columna de suelo, esto compuesto se con- 
ума en nitrato. Winogradaky procedió а ais- 
lar ls bacterias nirfcantos usando medios 
de сумо completamente minorales donde ot 
СО, era la Unica tuomo де carbono y ai amo- 
ınlaco ol único donador de elecirones. Como 
el amoniaco es estate químicamente resul- 
1û ici mostrar que la oxidación де amoniaco 
ıa пато. y nalmente a nitrato, era un proce: 
a 7M 


{ 


во estrictamente bacteriano. De hecho, Wi- 
nogradky demostró таз adelante que la nitri- 
cación es un proceso que tiene lugar en dos 
pasos, con un grupo de organismos que con- 
мепеп NH, en NO; y un segundo, que con- 
vierte NO, en NO, (véase Sección 17.12). 
Сото en el medio no estaban presentes sus- 
tancias orgánicas, también se pudo demos- 
var que la matena orgánica (ol material collar 
bacteriano) se lormaba а partir de СО, ùn- 
camente. Cuando ol amoníaco о el nitrito se 
exclulan del medio, no había crecimiento, 
Análisis químicos cuidadosos mostraron que 
la cantidad de materia orgánica lormada por 
las bacterias ora proporcional а la cantidad 
бе amoniaco о nitrito que oxidaban, Wino- 
gradsky concluyó: «Este [proceso] contradice: 
la doctrina fundamental de la fisiología que 
атта que no puede haber síntesis de mato- 
"па orgánica өп la naturaleza si по өв a través. 
де las plantas con clorafa por acción de la 
luz». No obstante, al menos de ип modo, la 
алогоћа es similar өп la mayor parte de los 
ıquimloltotroioe y en los fototrolos: en ambos 
casos la Ма de fjación del CO, sigue юв mis- 
mos pasos bioquímicos (el ciclo de Calvin), 
requiriondo la enzima ribulosa bistostato car- 
boxilasa (véaso Sección 17.7), ® 


Figura 1 Dibujos de Beggiatoa ho- 
chos por Winogradsky y traducción 
(del francés) de la leyenda que acom- 
Pañaba estas figuras. «Figura 1. Ex- 
remo de un filamento de Beggíatos 
alba: (a) en agua sulfurosa [conte- 
niendo sulfuro), (b) tras 24 horas en 
agua en ausencia de H,S, (с) tras 48 
horas en agua зіп H,S [убазе la dos- 
aparición de los gránulos de azufre 
con el tiempo]. Figura 2. Extremo de 
un famento de Beggíatoa media, Fi- 
gura 3. Extremo de un filamento de 
Beggíatos mínima.» De Winogradsky, 
S. 1949, Microbiología du Sol, Mas- 
son, Paris. 


', probablemente por re- 


ducción de S’ a SH”, que es transportado a la célula y en- 
tra en el metabolismo quimiolitotrófico. 

Uno de los productos de las reacciones de oxidación de 
azufre que se muestran aquí es el Н", La producción de 
protones da lugar a un descenso del pH, por lo que un re- 
sultado de la oxidación de compuestos reducidos de azu- 
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ШЕ] bacterias del azure (a) Acumulación de gránulos 
internos de алиге en Beggíatoa, (b) Unión а un cristal de azufre ole- 
mental de la arquea oxidante дө azur Sulfolobus acidocaldarius, Ob- 
servado por microscopia de fluorescencia tras tinción de las células 
соп el colorante naranja de acridina. El cristal de azufre no emite Nuo- 


fre es la acidificación del medio. El ácido formado por las 
Баси es ácido sulfúrico, H¿SO,, у estas bacte- 
rias originan con frecuencia una notable dism 
pH del medic 


jas del агибт 


lioquímica y energética de la oxidación del 
azufre 
La bioquímica de la oxidación d 
е resume en la Figura 17.27. Si se inicia con sulfu 
ro, se produce sulfito (SOF), una oxidación de seis elec 
trones. Si el S° es el sustrato inicial, se produce también 
sulfito, aunque el 5° tiene que reducirse primero a sulfuro 
(Figura 17.270), Hay dos maneras de oxidar SO?” a SO”. La 
más frecuente es aquella en la que interviene la enzima sul- 
fito oxidasa. Esta enzima transfiere electrones directamente 
de 502 al citocromo с, produciéndose ATP durante el 
transporte de electrones y fuerza protón motriz (Figura 
17274). Además de la sulfito oxidasa, un número reducido 
de quimiolitotrofos oxidan SO? a SO? vía inversión de la 
adenosina fosfosulfato reductasa (APS), una enzima crítica en 
el metabolismo de las bacterias sulfato reductoras (compá 
rese Figuras 17.270 y 17.38). Esta reacción, que sigue la di- 
rección de la producción de SOF en los quimiolitotrofos 
del azufre, produce un enlace fosfato de alta energía al con- 
vertir AMP en ADP (Figura 17.270). Cuando el tiosulfato es 
el donador de electrones para los quimiolitotrofos del azu- 
fre, se escinde en S° у 50$, y ambos son finalmente oxi- 
dados a SOF 


varios compuestos de 
azufre 


Sulfuro 
берей -Azutro elemental 


'S,0;?— Tiosultato 


Adeñosina ов: 


Fostorlación а 
nivel de sust 


а 


Exterior 


“но 
ADÉ” f interior 


Ciclo de Самп 


® 


ЕЦ созо» өс compuestos reducidos de az par 
Cumiiorios delante.) Pasos on la oxidación de leerte come 
puestos. La vía de la зино oxidasa ев responsable da la mayoría dil 
эло oxidado. ©) Los electrones delos compuestos de azufre alk 
mantan a cadena do WEEP de leones para obianer uta Ad 
za protón тойи: ls electrones del бойо y amv elemental entrali 
en пме de ciocromo c. Б NADH tiene quese producido рог ese 
ciones anderpéricas ди ho vero да electos, yê que ê dr 
¿cres de electrones болеп un Б. más locroponiivo que al NADÎ 
NADH. Ot, citocromo: FR favoproteina y О, quinona. 


Todos los electrones de los compuestos reducidos де 
azufre entran finalmente en la cadena de transporte de elec- 
trones, como se muestra en la Figura 17.27b. Dependiendo: 
de la E,’ del par, los electrones entran bien en el nivel de la 
flavoproteína (Еу = ——0,2 V) o bien en el del citocromo£ 
(Еу = +0,3 V) y son transportados al О, lo que genera una! 
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fuerza protón motriz que lleva a la síntesis de ATP por la 
ATPasa. Los electrones para la fijación autotrófica de CO, 
provienen del flujo inverso de electrones (véase Sección 
175), que finalmente produce NADH y el CO, se fija vía 
ciclo de Calvin (Figura 17.270). Aunque los quimiolitotro- 
fos del azufre son principalmente un grupo aerobio (vénse 
Sección 12.4), algunas especies crecen anaeróbicamente 
usando nitrato como aceptor de electrones; Thiobacillus de 

pitrficans es un ejemplo clásico de este estilo de vida. 


El hidróg 


> (Ha) y los compuestos reducidos de azufre tales 
сото H,S y el 5'son excelentes donadores de electrones para los 
'quimiolitotrofos. Estos compuestos pueden ser oxidados por las 
bacterias del hidrógeno o las del azufre, respectivamente, gene 

ando una fuerza protón motriz y síntesis de ATP. Estos quimio- 
Iitotofos son también autotrofos y fijan CO, por el ciclo de Calvin. 


Y ¿Cuál es la enzima especial necesaria para crecer en H,? 


Y ¿Cuántas electrones están disponibles a part 


de la oxida- 
ción de H5 si S es el producto final? ¿Y sì lo es SOF? 


Д Oxidación del hierro 


La oxidación aeróbica del hierro del estado ferroso (Fe**) al 
férrico (Fe"') es una reacción productora de energía para 
algunas bacterias, La cantidad de energía disponible de esta | 
xidación es muy pequeña (ase Tabla 17.1) y, por esta та р 
ón, las bacterias del hierro deben oxidar grandes cantida- 

des de hierro para desarrollarse. El hierro férrico obtenido j 
forma hidróxido férrico [Fe(OH),] insoluble, que precipita 
Enel agua (Figura 17.284). Esto se debe en parte a que a pH 
пешо el hierro ferroso se oxida rápidamente de forma по 


[1 


¡actas cuidadoras de пето (a Vridos cidos 
соок contuencia de un once y in ano de de 
dh na zona minera de cartón. El торо contiene айла concen 
колм» ce hier ferroso. А valores bajos de ph, si hierro famoso no 
Бок sspontineemente en el are, paro ThicbacisJeroridane 
ерга la oxidación. El hidróxido férrico insoluble y ins llos lórricas. 
рн precipitan, formando un barro amartio, fo) Cultivo де To 
ЕА тесш. бе muestra una era de clucónes, sin on 
ento en el tubo de la izquierda y con aumento de crecimiento de 
Б» racha. Е crecimiento se pone de maniñesto por ia pro 
ción de Fe”, que forma rapidamente Fe(OH, dando lugar al olor 
o килиш.) Desarrol de hidróxido Матоо insoluble еп una 
Моб charca de una куреа en аалда. Depóstos de hierro como 
ы muy ciación en ls zonas rs del mundo y son los 
Ê actuales delos extensos depóeños ear de eras ga 
Ме. н. Esos antiguos almacenamientos constituyen en la 
Cao muchas minas de hero que son explotadas comercia 
Ds En oi sueio del turbera saturaco де agua, bacterias вов 
es reducen el hierro desde su estado fico а estado Toro 
ha, que es más soluble. Е hiero ferroso sa va Exiviando а rea de dre 
ч» ко ta tutora. donde se oxida de nuevo, bien ses 
тете o por bacterias osidantes del Herro (Galonel o 
ена у зе forma el depósito de idrxidofémico таоме. Р 
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biológica al estado férrico, por lo que el estado ferroso sólo 
resulta estable durante periodos prolongados bajo condi- 
ciones anóxicas. А pH ácido, sin embargo, el hierro ferroso 
es estable en condiciones óxicas. Ésta es la explicación de 
por qué la mayoría de las bacterias oxidadoras de hierro 
son acidófilas estrictas. 

Las bacterias oxidadoras de hierro más conocidas son 
Thiobacillus ferrooxidans y Heptospirillum ferrooxidans; ambas 
pueden crecer autotróficamente usando hierro ferroso (Fi- 
gura 17.288) como donador de electrones, Estos organis- 
mos son muy comunes en medios con contaminación ácida, 
como las escorrentías de las minas de carbón (Figura 17.284) 
En las Secciones 19,14 y 19.16, se discutirá en detalle la fun- 
ción de esos organismos en la contaminación ácida por los 
efluentes de minas y en la oxidación de minerales. 

A pesar de la inestabilidad del Fe** a pH neutro, hay 
bacterias oxidadoras del hierro que prosperan en esos me- 
dios, pero son situaciones en las que el hierro ferroso se 
desplaza desde condiciones anóxicas a las óxicas. En la in- 
terfase entre estas zonas, las bacterias del hierro pueden 
охійаг Fe" cuando proviene de una fuente anóxica, antes 
de que el Ее?” se oxide espontáneamente, Gallíonella ferru- 

ginea y Sphaerotilus natans son ejemplos de organismos que 

viven en esas interfases y generalmente aparecen mezcla- 
das en ellas con los depósitos característicos que forman 
(Figura 17,29; vénse también Figura 12.430). En las Secciones 
12.15 y 12.16 hemos tratado la taxonomía de estos intere- 
santes organismos. 


Energía a partir de la oxidación del hierro ferroso 
La bioenergética de la oxidación del hierro por Thiobacillus 
ferrooxidans tiene interés a causa del potencial de reducción 
tan electropositivo del par Ре'' /Fe** (+0,77 V a pH 2). La 
cadena respiratoria de Т. ferrooxidans contiene citocromos 
de los tipos с y a, y una proteína periplasmática con cobre 
llamada rusticianina (Figura 17.30). Debido а que el poten- 
cial de reducción del par Fe”*/Fe** es tan alto, la vía de 
transporte de electrones hacia el oxígeno (+ О, /Н;О, Е, 
+082 V) es evidentemente muy corta. La oxidación del hie- 
rro empieza en el periplasma, donde la rusticianina oxida 
Fel* a Fe**, una transición de un electrón. Esta proteína re- 


IT Mcrografa de contraste de fases de vainas vacias 


соп incrustaciones de hierro de Sphaerotilu, recogido en el borde de 
un pequeño pantano. 


| ғамга 17.30 Po о electrones durante la oxidación de Fe?” por 


el acidólo Thiobacillus ferrooxidans. La proteina periplasmática rusti- 
агіта, que contiene cobre, es ө! aceptor Intermediario de electrones 
de Fe**, Desde aquí, los electrones sa mueven a través de una cade- 
па corta de transporte de slectrones, reduciendo finalmente el О; 4 
HO. El poder reductor para el ciclo de Calvin proviene de las пасо" 
nes del (до inverso de electrones. Nótese el pronunciado gradiente 
де рн (4-5 unidades) а través de la membrana. 


duce entonces el citocromo с, el cual, consecuentemente, 
reduce el citocromo a. Este último interacciona directamente 
соп О; para formar HO (Figura 17.30), El ATP es sinteti- 
zado en la membrana por las ATPasas translocadoras йе 
Protons, yla producción de ATP es relativamente baja dez 
ido al elevado potencial del donador de electrones. 

Debido al elevado gradiente natural de protones a tra: 
vés de la membrana de Т. ferrooxidans (el pH del periplas- 
ma es de 1 a 2, mientras que el del citoplasma es de РН 55 
а 6), los protones que entran en el citoplasma vía las ATPa- 
sas tienen que ser consumidos para mantener el pH inter- 
no dentro de unos límites aceptables (Figura 17.30). Los 
protones se consumen durante la producción de H¿O, pera 
esta reacción requiere también electrones; éstos provienen: 
del Fe”, según la siguiente reacción: 


2 Fe" +} O; + 2H* +2 Fe + HO 


Por tanto, mientras Т. ferrooxidans disponga de Ее?" Іа sin- 
tesis de ATP se produce principalmente a expensas de la 
fuerza protón motriz natural existente a través de la memê 
brana citoplasmática (Figura 17.30). 

La autotrofia en T. ferrooxidans está impulsada por el de 
do de Calvin. A causa del elevado potencial del donador dê 
electrones, el Fe**, gran parte de la energía es consumida ей 
las reacciones del transporte inverso de electrón para obte” 
ner el poder reductor necesario para la fijación de СО). 
esta forma, una energía relativamente pobre acoplada 
grandes demandas energéticas hace que T. ferrooxidans 
ga que oxidar grandes cantidades de Fe”* para producir it 
cluso cantidades pequeñas de material celular, Por tant 
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еп los ambientes donde viven bacterias acidófilas oxida- 
doras de Fe””, su presencia viene señalada no рог la for- 
mación de gran cantidad de material celular sino por la 
acumulación de grandes cantidades de hierro férrico (vén 
se Figuras 17.28 y 19.37). Los procesos ecológicos relacio- 
mados con las bacterias oxidadoras de hierro se tratan en 
las Secciones 19.14 y 19.16. 


Oxidación del hierro ferroso рог fototrotos 
anoxigénicos 

El hierro ferroso puede oxidarse en condiciones anóxicas por 
algunas bacterias fototrofas anoxigénicas (Figura 17.31). En 
este caso, el hierro ferroso no se usa como donador de elec- 
trones en el metabolismo energético, sino como donador de 
electrones para la reducción del CO, (autotrofia). A pH neu- 
iro, el par Ре?" /Fe** es mucho menos electropositivo que a 
рН 2, alrededor de +0,2 V, y los electrones de Fe?" pueden 
reducir el citocromo с en el fotosistema de las bacterias rojas 
(бе Sección 17.5 para una discusión de la fotosíntesis ano- 
xigénica). Los organismos que intervienen, que son especies 
de bacterias rojas fotosintéticas (Figura 17.310), también pue- 
en usar FeS; en estas condiciones, tanto el Fe?” como el 5? 
son oxidados como donadores de electrones, Algunas bac- 
епав fototrofas verdes del azufre (género Cilorobium, véase 
Sección 12.33) también usan Ее?" como donador fotosintéti 


о de electrones. Además, se han aislado varias especies de 

bacterias desnitrificantes quimiotróficas capaces de acoplar 

oxidación de Ре? con la reducción de NÓ, a N, y de cre- 

¡cer en condiciones anóxicas. Sin embargo, al igual que las 

bacterias aeróbicas del hierro, en estos organismos el hierro 

ses un donador de electrones tanto para los requerimientos 
energia como para los de poder reductor. 


"Oxidación de Narra ferroso por bacterias fototrofas 

jgénicas. (a) Oxidación de Fe?" an cultivos anóxicos en tubo. De 

а derecha: medio estéril, medio Inaculado y cultivo en creci- 

El color pardo rojizo sa debe principalmente a precipitados de 

(b) Micrografía de contraste de fases de una bacteria roja oxi- 

де hierro. Las áreas refráctiles brillantes dentro de las células 

Vesiculas de gas (véase Sección 4.14). Los gránulos fuera de la 

son precipitados de hierro. Este microorganismo está relacio- 

Mogenéticamente con la bacteria roja del azufre Chromatium 
¡Sección 12.2) 


El descubrimiento de fototrofos oxidadores de Ре?“ tie- 
ne importantes implicaciones tanto para entender la evolu- 
ción de la fotosíntesis como para explicar los grandes 
depósitos de hierro férrico presentes en sedimentos anti- 
guos. Antes se pensaba que ese hierro férrico se había for- 
mado por la oxidación de Fe** debido al O, producido por 
los fototrofos oxigénicos (véase Sección 11.1). Sin embargo, 
debido a la edad de tales sedimentos, es más probable que 
el hierro férrico se formara por la acción de los fototrofos 
anoxigénicos que oxidaron el Бе?” en ambientes anóxicos. 


Y Revisión de conceptos 


Las bacterias del hierro son quimiolitotrofos capaces de usar el 
hierro ferroso (Ее?” ) como única fuente de energía. La mayor 
Parte crece sólo a pH ácido y а menudo se presentan asociadas 
a la contaminación ácida derivada de actividades mineras de 
carbón y otras. Algunas bacterias fototrofas rojas oxidan Ре?” a 
Ре?” anaeróbicamente. 


Y ¿Por qué a pH ácido se obtiene sólo una cantidad muy pe- 
queña de energía de la oxidación de Fe?" a Fe"? 


4 ¿Cuál es la función de la rusticianina y en qué lugar de la cé- 
Jula se encuentra? 


4 ¿Cómo se puede oxidar anaeróbicamente el Fe? 


KEE "ttrincación y anamox 


Los compuestos nitrogenados inorgánicos más comunes que 
se usan como donadores de electrones son el amoníaco 
(NH) y el nitrito (NO; ), que se oxidan aeróbicamente por 
la acción de las bacterias nitrificantes quimiolitotrofas (ván 
se Sección 12.3). Las bacterias nitrificantes están amplia- 
mente distribuidas en suelos y aguas. Un grupo de 
microorganismos, los nitrosoficantes (Nitrosomonas es uno 
delos géneros), oxidan amoníaco a nitrito, y otro grupo (М- 
trobacter) oxida nitrito a nitrato. La oxidación completa de 
amoníaco a nitrato, una transferencia de ocho electrones, 
es llevada a cabo por miembros de estos dos grupos de or- 
ganismos que actúan secuencialmente (ase Cuadro de tex- 
to «Winogradsky y la quimiolitotrofia») 


Bicenergética y enzimología de la nitrificación 
Los electrones de los compuestos nitrogenados entran en 
una cadena de transporte de electrones, y el flujo de elec- 
trones establece un potencial de membrana y una fuerza 
protón motriz que producen ATP. Sin embargo, debido al 
potencial de reducción de sus donadores de electranes, las 
bacterias nitrificantes se enfrentan a problemas bioenergé- 
ticos similares a las de las quimiolitotrofas del azufre. El 
Eq'del par NO; /NHs, el primer paso en la oxidación de 
NH, es + 0,34 У. El E,’ del par NO, /NO; es mayor, alre- 
dedor de +043 V. Estos potenciales de reducción relativa- 
mente altos determinan que las bacterias nitrificantes 
tengan que donar electrones a sus cadenas de transporte 
de electrones en los últimos pasos del proceso global. Esto. 
limita mucho la cantidad de ATP que puede obtenerse de 
cada par de electrones introducidos, 
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Hay varias enzimas clave relacionadas con la oxidación 
de compuestos nitrogenados reducidos. En las bacterias 
oxidadoras de amoníaco, el NH, se oxida por la amoníaco 
monooxigenasa (véase Sección 17.22 para una discusión de 
las enzimas monooxigenasa), que produce NHOH y H:O 
(Figura 17.32), Después, la hidroxilamina oxidorreductasa oxi- 
da NH,OH а NO; y se obtienen cuatro electrones del pro- 
ceso. La amoníaco monooxigenasa es una proteína que 
forma parte de la membrana, mientras que la hidroxilami- 
па oxidorreductasa es periplasmática (Figura 17.32). En la 
reacción que lleva а cabo la amoníaco monooxigenasa, 


NH, + O, + 2H" +2e —=NH,OH + HO 


se requiere el suministro exógeno de dos electrones más 
dos protones para reducir un átomo de dioxígeno a agua. 
Estos electrones se originan en la oxidación de la hidroxi- 
lamina, y son suministrados a la amoníaco monooxigena- 
sa a partir de la hidroxilamina oxidorreductasa mediante el 
citocromo с y la ubiquinona (Figura 17.32). Es así como por 
cada cuatro electrones generados en la oxidación de NH, a 
NO; , sólo dos llegan realmente a la oxidasa terminal (сі- 
tocromos па, Figura 17.32). 


Oxidación de amoniaco y цо de electrones en bac- 
terias oxidadoras de amoniaco. Se destacan los reactantes y los pro- 
ductos de esta serie de reacciones. El citocromo с (cyt с) en el 
periplasma es una forma diferente del су! с de la membrana. AMO, 
amoniaco monooxigenasa; HAO, hidroxllamina oxidorreductasa y Q. 
ubiquinona. 


Las bacterias oxidadoras de nitritos emplean la enzima 
nitrito oxidorreductasa para oxidar el nitrito a nitrato, con los 
electrones viajando a través de una cadena de electrones 
muy corta (debido al elevado potencial del par NO, /NO; ) 
hasta la oxidasa terminal (Figura 17.33). En las cadenas de 
transporte de electrones de los oxidadores de nitritos están 
presentes citocromos de tipo a y с, y la generación de la 
fuerza motriz de protones (que, en última instancia, dirige 
la síntesis de ATP) ocurre por la acción de los citocromos айу 
(Figura 17.33). Como en el caso de la oxidación del hierro 
(véase Sección 17.1), sólo se obtienen pequeñas cantidades 
de energía, por lo que el crecimiento neto de las bacterias ni- 
trificantes es relativamente bajo. 


Metabolismo del carbono en las bacterias 
nitrificantes 

Al igual que los quimiolitotrofos oxidadores del hierro y 
del azufre, las bacterias nitrificantes acrobías siguen el ciclo 
de Calvin para la fijación de CO, y los requerimientos de 
ATP y de poder reductor en este proceso suponen una car- 
ga adicional para su poco eficiente sistema de producción 
de energía (el NADH necesario para el ciclo de Calvin se 
forma por flujo inverso de electrones). Las necesidades 
energéticas son particularmente estrictas en los oxidadores 
Че nitrito y quizá por esa razón la mayor parte de los oxi- 
dadores de nitrito pueden crecer también de forma qui- 
micorganotrófica con glucosa y algunas otras sustancias 
orgánicas (оёшзе Sección 12.3), 


Oxidación anóxica de amoníaco: anamox 

Aunque, al menos cuando crecen en sustratos nitrogena 
dos reducidos, las bacterias nitrificantes clásicas son acrobias 
estrictas, en condiciones anóxicas también pueden oxidar 
amoníaco, Este proceso, conocido como anamox (de oxida- 
ción anóxica del amoníaco), es altamente exergónico y está 


"Oxidación de nitrito a nitrato por bacterias 
cantes. Se destacan los reactantes у los productos de esta serie 
reacciones. NOR, nitrito oxidorreductasa. 
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ligado al metabolismo energético de los organismos que lo 
realizan. La anamox implica la oxidación de amoníaco con 
nitrito como aceptor de electrones, obteniendo nitrógeno 
gaseoso: 


NH? + NO; >N¿+2H,0 АС" = -357 k] 


El organismo que cataliza la anamox, Brocadia anammo- 
idans, es un miembro claramente separado filogenética- 
mente que pertenece al filum Planctomycetes del dominio 
Bacteria (véanse Sección 12.28 y Figura 17.34). Los Planc- 
tomycetes son miembros poco comunes del dominio Bac 

feria, que carecen de peptidoglicano y que contienen com- 
partimentos rodeados por membranas en el interior de la 
célula, entre los que se encuentra una estructura análoga 


aproximado de 1 um. (b) Micrografía electrónica de transmi- 
Ide una célula. Se advierten los compartimentos rodeados por mam- 
erro ellos, el gran anamoxosoma fibriar de la parte central de 
ойша. Brocadia está relacionada flogenéticamente con Planctomy- 
f n organismo que presenta diferentes tipos de compartimentos 
por membranas en su citoplasma (véanse Sección 12.28 y 
1287) 


al núcleo de las células eucariotas (véase Sección 12.28). En 
В. anammoxidans el componente principal es el anamoxoso- 
та, donde se localiza la reacción anamox (Figura 17.34). 
La fuente de NO; en la reacción descrita es el produc- 
to de la oxidación de amoníaco por las bacterias aerobias ni- 
trificantes (Figura 17.32). Los dos grupos de nitrificantes, 
aerobios (por ejemplo, Nitrosomonas) y anaerobios (Broca- 
dia), viven juntos en hábitat ricos en amoníaco, como son las 
aguas residuales y otras de desecho. En estos medios, se 
encuentran partículas en suspensión que contienen tanto 
zonas Óxicas como anóxicas, donde pueden coexistir am- 
bos grupos de oxidadores de amoníaco. En los cultivos de 
laboratorio, la abundancia de oxígeno inhibe el amoníaco y 
favorece la nitrificación clásica, Es probable, por tanto, que 
en la naturaleza la oxidación de amoníaco debida a la ana- 
mox esté regida por la concentración de O, еп el sistema. 
Al igual que las bacterias nitrificantes clásicas, Brocadia 
anammoxidans es también un autotrofo. Este organismo cre- 
се con CO, como única fuente de carbono y usa nitrito como 
donador de electrones para producir material celular 


CO, +2NO; + HO» CHO + 2 NO; 


Aunque B. anammoxidans es un nitrificador autotrófico, 
parece que le faltan las enzimas del ciclo de Calvin, y el me- 
canismo de oxidación de СО; no se conoce bien. Sin em- 
bargo, el uso de nitrito como donador de electrones para la 
fijación del CO, junto con la producción de nitrato, es exac- 
tamente la misma reacción que llevan a cabo los nitrifica- 
dores aeróbicos como Nitrobacter (véase Figura 17.33). De 
esta forma, aunque filogenéticamente distintos, los 
cadores aeróbicos y los organismos que realizan la anamox 
comparten sustratos y ecología. 

El descubrimiento de la anamox ha contribuido nota- 
blemente a la comprensión del ciclo del nitrógeno. Antes 
se creía que el amoníaco era estable en medios anóxicos, 
Ahora, sin embargo, está claro que el amoníaco puede ser 
oxidado en ausencia de O. Desde un punto de vista am- 
biental, la anamox abre grandes perspectivas en el trata- 
miento de las aguas residuales anóxicas para eliminar el 
amoníaco y las aminas, por lo que la investigación en este 
campo está avanzando para estimular las actividades de la 
апатох con tal objetivo. 


Las bacterias nitrificantes pueden usar amoníaco (NH;) y nitri- 

to (МО; ) como donadores de electrones. Las bacterias oxide 

doras de amoníaco producen nitrito, que luego es oxidado por 

las bacterias oxidadoras de nitrito hasta nitrato (NO, ). La oxi- 

dación anóxica de NH, está acoplada tanto a la producción de 
jı como a la de МО; 


/ ¿Cuál es el donador inorgánico de electrones para Nitroso- 
monas? ¿Y para Nitrobacter? 


¿Cuáles son los sustratos de la enzima amoníaco monooxige- 


/⁄ ¿Quéusan las bacterias nitrficantes como fuente de carbono? 


/ ¿Qué es la reacción anamox y en qué se diferencia de la ni- 
Arificación aeróbica? 


568 ө Capítulo 17 ® DIVERSIDAD METABÓLICA 


ПІ EL SISTEMA DE VIDA 
ANAERÓBICO 


El metabolismo anaeróbico es un logro único de los proca- 
riotas. En los eucariotas, el crecimiento anaeróbico es raro. 
Por el contrario, el crecimiento anaeróbico es común en los 
procariotas y los mecanismos del metabolismo anaeraóbi- 
со presentan una elevada diversidad. En las secciones si- 
guientes, se revisará el metabolismo anaeróbico y veremos 
las numerosas vías por las que los procariotas pueden vivir 
еп ausencia de aire, 


El proceso de respiración aeróbica se ha examinado con al- 
gún detalle en el Capítulo 5. Como ya se indicó, el oxígeno 
molecular (O,) funciona como un aceptor terminal de elec- 
trones, recibiendo electrones a través de una cadena de 
transporte. Sin embargo, ya se indicó que en vez de O; se 
pueden usar otros aceptores de electrones, en cuyo caso el 
proceso se denomina respiración anaeraóbica. Vamos a 
considerar algunos de estos procesos 

En general, las bacterias que realizan la respiración 
anaeróbica poseen sistemas de transporte de electrones con 
citocromos, quinonas, ferrosulfoproteínas y otras proteí- 
пав transportadoras de electrones típicas. Por tanto, sus 
sistemas respiratorios son análogos a los de los aerobios 
convencionales, En algunos casos, como en el de las bacte- 
rias desnitrificantes, el proceso de respiración anaeróbica 
compite con la respiración aeróbica en el mismo organis- 
mo. Еп tales casos, si está presente el O), suele favorecerse 
la respiración aeróbica, y cuando se agota el O, del medio 
se efectúa la reducción alternativa del otro aceptor. Otros 
organismos que realizan la respiración anaeróbica son 
anaerobios estrictos, incapaces de usar el Oz. 


Aceptores alternativos de electrones 

y la torre de electrones 

La energía liberada por la oxidación de un donador de elec- 
trones usando О; сото aceptor de electrones es mayor que 
si el mismo compuesto se oxidara con un aceptor de elec 
trones alternativo (véase Figura 5.9). Estas diferencias de 
energia se comprenden si se examinan los potenciales de 
reducción de cada aceptor (Figura 17.35). Como el par 
O,/H,0 es el más electropositivo, se obtendrá más energía 
сол O, que con otro aceptor de electrones. Otros aceptores 
de electrones que están cercanos al O, son Fe", NO, y 
МО; . Más lejanos en la escala están S”, CO, y SOF , La 
gura 17.35 presenta un resumen de los tipos de respiración 
anaeróbica más comunes, 


Metabolismo asimilador y desasimilador 

Compuestos inorgánicos tales como NO, , SO, y СО, 
son reducidos por muchos microorganismos сото fuen- 
tes de nitrógeno, azufre y carbono, respectivamente. Los 
productos finales de esas reducciones son fundamental- 


GEMEEN tempos в respiración anaeróbica Los poros redox 


aparecen en orden, desde los que tienen valores E,’ más alectrone- 
gatos (arriba), a aquellos con valor Ej’ más electropositivo (abajo) 


mente grupos amino (NH), grupos sulfidrilo (-SH) y 
compuestos carbonados orgánicos, respectivamente, En 
las Secciones 5.1 —5.3 revisamos la nutrición de los micro- 
organismos, destacando que todos los organismos necesi- 
tan fuentes de N, 5 y С para su crecimiento. Cuando se 
reduce un compuesto inorgánico como el NO, , SOF a 
СО, para usarlo como aporte nutricional, se dice que se 
asimila y el proceso de reducción se denomina metabolis- 
mo asimilador. Cabe resaltar que el metabolismo asimila- 
dor de NO; ,SO/” y CO, es muy diferente del uso de estos 
compuestos como aceptores de electrones en el metabolis- 
то energético. Para distinguir los dos tipos de procesos 
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reductores, la utilización de estos compuestos como acep- 
tores de electrones en el metabolismo energético se deno- 
mina metabolismo desasimilador. 

El metabolismo asimilador y el desasimilador son muy 
diferentes. En el primer caso, sólo se reducen los compues- 
tos suficientes (МО; , SO" о CO;) para satisfacer las nece- 
sidades nutritivas durante el crecimiento. Los átomos 
reducidos se convierten finalmente en material celular en 
forma de macromoléculas. En el metabolismo desasi 
dor, se reduce una cantidad comparativamente mayor de 
aceptor de electrones y el producto reducido es expulsado 
al medio, Muchos organismos llevan a cabo un metabolis- 
mo asimilador de compuestos como NO, SO” y CO; (por 
ejemplo, muchas Bacteria, Archaea, hongos, algas y plantas 
superiores), mientras que sólo un grupo limitado de orga- 
nismos, pricipalmente procariotas, realizan metabolismo 
desasimilador. 


/_ 17.13 Revisión de conceptos 


Aunque el oxígeno (O,) es el aceptor de electrones más usado en 
elmetabolismo productor de energía, se pueden usar otros com- 
puestos como aceptores de electrones. Este proceso de respira 

| dôn anaeróbica es menos eficiente en términos energéticos, pero 
ice posible que haya respiración en ambientes donde el oxi- 
geno está ausente. 


а ¿Qué es la respiración anaeróbica? 


2 Con H; como donador de electrones, ¿por qué la reducción 
Че NO; es una reacción más favorable que la reducción 
des? 


TÊT] Reducción de nitrato y proceso 


Los compuestos nitrogenados orgánicos son de los más co- 
ines como aceptores de eléctrones en la respiración anae- 

bica, La Tabla 17.12 resume las diversas especies de 
о inorgánico, con sus sados de oxidación: Las for: 
nitrógeno inorgánico más comunes en la naturale- 

son el amoníaco y el nitrato, que se pueden originar 
en la atmósfera por procesos químicos Tnorgánicos, 

el gas nitrógeno, N, también un gas atmosférico, que es 
forma más estable del nitrógeno en la naturaleza. Más 


BLA 17.2 
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+1 (promedio por N) 
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adelante, comentaremos la fijación de nitrógeno, es decir, la 
utilización de N, como fuente de nitrógeno. 

Uno de los aceptores de electrones alternativos más co- 
'munes es el nitrato, NO, , que es reducido a NO, NO y N. 
Como estos productos de la reducción del nitrato son to- 
dos gaseosos, se pierden con facilidad del medio, por lo 
que el proceso se denomina desnitrificación (Figura 17.36). 
Este proceso es el modo principal por el que se forma Nz 
gaseoso biológicamente, y сото el №, está mucho menos 
disponible para los organismos que el nitrato como fuen- 
te de nitrógeno, la desnitrificación es perjudicial para la 
agricultura. Sin embargo, para el tratamiento de aguas 
residuales es beneficiosa (véase Sección 28.3) porque con- 
vierte МО, en №, disminuyendo significativamente la 
cantidad de nitrógeno que puede estimular el crecimiento 
de algas. 


Bioquímica de la reduccón desasimiladora 

del nitrato 

La enzima que inicia la reducción desasimiladora del ni- 
trato, la nitrato reductasa, es una enzima unida a membrana 
que contiene molibdeno y cuya síntesis es reprimida por el 
oxígeno molecular. Todas las enzimas siguientes de la vía 
(Figura 17.37) están reguladas de manera coordinada y, por 
tanto, también son reprimidas por el Oy pero además de 
en condiciones anóxicas, el nitrato tiene que estar también 
presente antes de que estas enzimas se hayan expresado to- 
talmente. 

El primer producto de la reducción de nitrato es el nitri- 
to (NO; ), y la enzima nitrito reductasa lo reduce a óxido ni- 
trico (NO) (Figura 17.37c). Algunos organismos pueden 
reducir NO, a amoníaco (МН) en un proceso desasimila: 
dor, pero es la producción de gases, la desnitrificación, la que 
tiene el mayor significado global. Esto se debe a que consu- 
те una forma fijada de nitrógeno (МО, ) accesible рага las 


Ala атава 
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Pasos өп la reducción desasimiladora de nitrato. 
¡gunos organismos, por ejemplo, Escherichia сой, sôlo pueden realizar 
ө primer paso. Todas las enzimas que Intervienen son desreprimidas 
por las condiciones anóxicas. También se sabe que algunos procario- 
tas reducen NO; а МНД en el metabolismo desasimilador. 
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Procesos de transporte de electrones өп Escherichia сой cuando se 
usa (а) О; o (b) NO; сото aceptor de electrones, siendo NADH el donador. Fp, favo- 
proteina; Q, ubiquinona. En condiciones de elevada [O;] a secuencia de transportado- 
төө өв el cyt Bras — cyt о — Oz. Sin embargo, еп condiciones de baja [0] (no se 

та aqui) la secuencia өв cyt һу — cyt d — Oz. Adviértase que ве translocan 
más protones aeróbicamente durante las reacciones de transporte de electrones que 
cuando el aceptor final де electrones es el nitrato. (c) Posible esquema del transporte 
de electrones en Pseudomonas stutzeri durante la desnitificación. Las nitrato y óxido 
rico reductasas sa localizan en la membrana citoplasmática, en tanto que las nitrito 


mue 


y óxido nitroso reductasas son periplasmáticas, Los donadores intermediarios de elec- 
trones para varias reductasas, con la excepción de la nitrato reductasa, no se han iden- 


сово de forma definitiva. 


plantas y produce compuestos de nitrógeno gaseoso, algu- 
nos de los cuales tienen importancia ambiental. (El NO pue- 
de convertirse en NO mediante la luz solar, y este último 
compuesto puede reaccionar con el ozono en la parte supe- 
rior de la atmósfera dando nitrito, el cual vuelve a la Tierra 
en forma de lluvia ácida.) Los restantes pasos bioquímicos 
de la desnitrificación se muestran en la Figura 17.37% 

La bioquímica de la reducción desasimiladora de nitra- 
tos se ha estudiado en detalle en diversos organismos, en- 
tre ellos Escherichia coli, donde el NO; es reducido sólo a 
NO) (Figura 17.37b), y en Paracoccus denitrificans y Pseudo: 
monas stutzeri, donde se produce una auténtica desnitrifi- 
cación (Figura 17.370). La nitrato reductasa de E, coli acepta 
electrones de un citocromo de tipo b; en la Figura 17.374 y b, 
se comparan las cadenas de transporte de electrones de la 
respiración aeróbica y en la anaeróbica en E. сой. Como se 
puede observar, debido al potencial de reducción del 
par NO; /NO, (+043 У), durante la reducción de nitrato 
sólo tienen lugar dos translocaciones de protones, en vez de 
las tres que pueden producirse en la respiración aeróbica 
G O,/H;O, +0,82 V). En P. denitrificans у Р. stutzeri se for- 
man óxidos de nitrógeno a partir del nitrito por una serie 


de enzimas como la nitrito reductasa, óxido nítrico reductasa 
y óxido nitroso reductasa, tal como se resume en la Figura 
17.37c. Durante el transporte de electrones se establece una 
fuerza protón motriz, con producción de ATP por la acción: 
de la ATPasa en la forma usual. Cuando el МО, es reduci- 
do a N; se produce ATP adicional, porque la NO reducta- 
зә está ligada a la extrusión de protones (Figura 17.370). 


Otras propiedades de los procariotas 
desnitrificantes 

La mayoría de los procariotas desnitrificantes pertenecen! 
filogenéticamente a las proteobacterias (véanse Secciones, 
122-12.19) y son aerobios facultativos; la respiración aer 
bica se da cuando hay aire, incluso aunque también haya ni- 
trato en el medio. Muchas bacterias desnitrificantes reducen 
asimismo otros aceptores de electrones de forma anaeróbi- 
са, como hierro férrico (Fe””) y algunos aceptores de elec- 
trones orgánicos (véase Sección 17.18), Además, muchas 
crecen por fermentación, De esta forma, las bacterias des- 
nitrificantes son metabólicamente diversas desde el punto! 
de vista de los mecanismos alternativos generadores de 
energía. 
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/_ 17.14 Revisión de conceptos 


аага es un aceptor de electrones muy común en la respira- 
ción anaeróbica. Para su utilización es necesaria la enzima ni- 
rato reductasa, que reduce el nitrato a nitrito. Muchas bacterias 
que usan nitrato en la respiración anaeróbica producen nitr- 
eno gaseoso (М), un proceso denominado desmitrificación 


2 ¿Por qué se libera más energía en la respiración aeróbica 
que en la desmitrificación? 


7 ¿En qué lugar de la célula se encuentra la nitrato reductasa. 
desasimiladora? ¿Qué metal, o metales, contiene? 


(Рог qué un organismo como Pseudomonas stutzeri obtiene 
mûs energía de la respiración de NO, que Escherichia coli? 


ПАТ] Reducción de sulfato 


Чо» compuestos inorgánicos de azufre son aceptores de 
trones importantes en la respiración anaeróbica. La Ta- 
173 resume los estados de oxidación de los compues- 
де azufre clave. El sulfato, la forma más oxidada del 
„ех uno de los aniones mayoritarios del agua de mar 
lo usan las bacterias sulfato reductoras, que constituyen un 
ipo ampliamente distribuido en la naturaleza. Él pro 
to final de la reducción del sulfato es HS, un importan- 
lecompuesto natural que participa en numerosos procesos 
ке Sección 19.13). Tal como ocurre con 
"nitrógeno, es importante distinguir entre la reducción 
adora y desasimiladora del sulfato. Muchos organis- 
; como las plantas superiores, algas, hongos y la ma- 
delos procariotas, usan sulfato como fuente de azufre 
da biosíntesis. Pero la capacidad de utilizar sulfato como 
or de electrones para procesos que generan energía im- 
una reducción de SO- a gran escala y está limitada 
bacterias sulfato reductoras, En la reducción asimila- 


oxidación de compuestos de azufre clave 
їн) 1 
elemental (S°) 0 
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punos donadores de electrones usados 


Acetato. 
Propionato. 

Butirato 

Ácidos grasos de cadena larga 
Benzoato 

Indol 

Hexadecano 


ol y otros alcoholes 
parato 


dora de sulfato, el H;S formado se convierte inmediata- 
mente en azufre orgánico en forma de aminoácidos, pero en 
la desasimiladora el HS se excreta, 

Сото muestran los potenciales de reducción de la Tabla 
А12 (Apéndice 1) y la Figura 17.35, el sulfato es un acep- 
tor de electrones menos favorable que el O, o que el NO, . 
Sin embargo, cuando se usa un donador de electrones que 
produce NADH o FADH, se dispone de suficiente energía 
para hacer ATP. A causa del rendimiento energético menos 
favorable, los rendimientos en cuanto a crecimiento son me- 
nores рага un organismo cuando crece con SO; que cuan- 
Чо crece con O o МО, . En la Tabla 17.3, se incluye una lista 
de algunos de los donadores de electrones que utilizan las 
bacterias sulfato reductoras, Los primeros tres compuestos 
señalados, H; lactato y piruvato, los usan muchas bacte- 
rias sulfato reductoras; los otros son de uso más limitado. 
Se conoce una amplia variedad de tipos morfológicos y 
fisiológicos de bacterias sulfato reductoras (véase Sec- 
ción 12.18). 


Bioquímica y rendimiento energético 

de la reducción de sulfato 

La reducción de SO? a H,S ocurre a través de algunas fa- 
ses intermedias. El ion sulfato es estable y no puede redu- 
«irse si antes no está activado. El sulfato se activa por el 
ATP. La enzima ATP sulfurilasa cataliza la unión del ion sul- 
fato a un fosfato del ATP, dando lugar a la formación de 
adenosina fosfosulfato (APS), como se indica en la Figu- 
ra 17.38. En la reducción desasimiladora de sulfato, la par- 
te sulfato de la APS se reduce directamente a sulfito (SOF) 
por la acción de la enzima APS reductasa, con liberación de 
АМР. En la reducción asimiladora se añade otro Pa la APS, 
formando fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS) (Figura 17.38b), 
y sólo entonces se reduce la parte sulfato. En ambos casos, 
el primer producto de la reducción del sulfato es el sulfito, 
SOF. Una vez formado el SO? `, se forma sulfuro median- 
te la enzima sulfito reductasa (Figura 17.38b). 

En la reducción desasimiladora de sulfato, las reacciones 
de transporte de electrones dan lugar a la formación de una 
fuerza protón motriz y ésta impulsa la síntesis de ATP por 
la ATPasa. El portador principal de electrones es el cito- 
cromo су que es periplasmático y de bajo potencial (Figu- 
ra 1739) El citocromo e, acepta electrones de una hidroge- 
nasa localizada en el periplasma (véase más adelante) y los 
transfiere a un complejo proteico asociado a membrana Iln- 
mado Hmc, que los transporta a través de la membrana ci- 
toplasmática. De esta forma, están disponibles para la APS 
reductasa y la sufato reductasa, que son enzimas citoplas- 
máticas (Figura 17.39). 

La enzima hidrogenasa parece desempeñar un papel 
central en la reducción del sulfato cuando un organismo 
como Desulfovibrio desulfuricans crece con Hy per sé, о con un 
compuesto orgánico, como el lactato. Los resultados expe- 
rimentales indican que el lactato se convierte en acetato a 
través de piruvato, con producción de Н, [El acetato es ex- 
cretado porque D. desulfuricans es un sulfato reductor que 
то oxida acetato (vénse Sección 12.18).] El Н; producido atra- 
viesa la membrana citoplasmática y es oxidado por la hi- 
drogenasa periplasmática, iniciando una fuerza protón 
motriz (Figura 1739). El rendimiento del crecimiento de las 
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de sulfato. 


fosfoadenosina 5'-tosfosulfato (PAPS). (Б) Esquema de la 


bacterias sulfato reductoras indican que por cada SO” re- 
ducido a HS” se produce una molécula de ATP. Con Н, la 
reacción es como sigue: 


4H,+SOJ + H' e HS” +4H,0 АС” = —152 kJ 


Cuando el lactato о el piruvato es el donador de electrones, 
no solamente se produce ATP por la fuerza protón motriz, 
sino también ATP extra durante la oxidación de piruvato a 
acetato, más CO, vía acetil-CoA y acetilfosfato (tse Sección 
17.19 para más detalles sobre el tema). 


Utilización de acetato y autotrofia 

Numerosas bacterias sulfato reductoras pueden oxidar 
completamente acetato a СО, como un donador de elec- 
trones рага la reducción de sulfato (véase Sección 12.18): 


СНСОО” + SO} +3 H*— 


2C0,+H,5+2H,0 АС” = –57,5 у 
Aunque la energética de este proceso no se conoce con la 
misma precisión que el metabolismo del Н. o del lactato 
por Р, desulfuricans, el mecanismo de la oxidación del ace- 
tato es bien conocido. Con pocas excepciones, el acetato es 
oxidado a СО; a través de la vía del acetil-CoA, una serie 
de reacciones reversibles que usan una amplia variedad de 


a) Pueden producirse dos formas de sulfato activo, adenosina 5'-Tosfosuifato (АРВ). 
reducción asimiladora y desasimiladora de sulfato. 


anaerobios para la síntesis o para la oxidación de acetal 
(véase Sección 17.16). Esta vía metabólica usa la enzima 

ve monóxido de carbono deshidrogenasa y fue descubierta en 
las bacterias homoacetogénicas, que obtienen acetato a 

tir de Н; + CO, como un mecanismo de conservación 


que contenga 
Н; (como donador de electrones), SO” (como aceptor de 
electrones) y СО, (como fuente de carbono). Cuando 

en estas condiciones, los sulfato reductores autotrófic 
usan la vía del acetil-CoA como medio de producción 
material celular. Desulfobacter, una bacteria sulfato гей 
tora que oxida acetato, carece de las enzimas de la vía 


acetil-CoA y oxida acetato a través del ciclo del ácido сй 
со, pero esto parece ser la excepción más que la regla. 


Reducción desproporcionada de azufre 
Algunas bacterias sulfato reductoras llevan a cabo una 


17.16 ® ACETOGÉNESIS ® 573 


Transports de electrones y conservación de energía. 
len las bacterias sulfato reductoras. Además del hidrógeno externo (Н. 


Өң, procedente del catabolismo de compuestos orgánicos tales como. 
lactato y piruvato pueden activar la hidrogenasa. Las enzimas hidro- 
ganas, el citocromo с, y el complejo de citocromo (Hmc) son protei- 
тв poriplasmáticas. Una proteina diferente funciona como lanzadera 
ûe dlectrones a través de la membrana citoplasmática para una lerro- 
“suloproteina citoplasmática que sumistra electrones a la APS reduc- 
formando SO? ) y a la sulfito reductasa formando HS). 


ыгла reducción desproporcionada del tiosulfato (5,02), 
del sulfito (SOF ) y del azufre (5°). 
Desulfovibrio sulfodismutans puede reducir despropor- 
¡damente compuestos de azufre del siguiente modo: 


50} + HO 502 +H 


ас” 


-21.9 K)/reacción 
Adviértase que un átomo de azufre del 5,02 se oxida 
) y el otro se reduce (formando HS). La 
dación de tiosulfato por D. sulfodísmutans impulsa la for- 
ación de una fuerza protón motriz que el microorganis- 
utiliza para fabricar ATP. Otros compuestos reducidos 
azufre como el sulfito (SOF ) y el azufre (S°) también 
resultar desproporcionados por la acción de diver- 
¡sulfato reductores. Estas formas de metabolismo puede 
¡sean vías por las cuales las bacterias sulfato reductoras 
теп energía a partir de los intermediarios del azufre 
fucidos por la oxidación de HS debida a los quimioli- 
fos del azufre que coexisten con ellos en la naturaleza 
Sección 19.13) 


Oxidación de fosfito 

Se ha aislado como mínimo una bacteria capaz de acoplar 
la oxidación de fosfito (HPO; ) a la reducción de sulfato. Se 
trata de una reacción quimioliotrófica y los productos son 
fosfato y sulfuro: 


4 HPO? + SO? +H' —=4HPO] + HS 
AG" = -364 k] 


El organismo implicado, Desulfotignum phosphitoxidans, sólo 
requiere CO; para sus necesidades de carbono (se trata, por 
tanto, de un autotrofo) y es un anaerobio estricto. Esto no es 
sorprendente, ya que el fosfito se oxida espontáneamente en 
el aire y, por tanto, no es probable que existan oxidadores 
aeróbicos de fosfito. Aunque no se sabe bien cuál puede ser 
la fuente de fosfito en la naturaleza, la existencia de un or- 
ganismo capaz de usar fosfito como única fuente de ener- 
gía indica que este compuesto es producido en medios 
anóxicos, quizá a partir de la degradación de fosfatos or- 
gánicos. Junto con la desproporcionación del azufre, la oxi- 
dación de fosfito destaca la diversidad metabólica de las 
bacterias sulfato reductoras con respecto a la quimiolito- 
тоба, ya que prácticamente todas las especies pueden usar 
también H como donador de electrones, 


Y 17.15 Revisión de conceptos 


Las bacterias sulfato reductoras reducen sulfato a sulfuro de hi- 
drógeno. La reducción de sulfato requiere en primer lugar una 
activación por ATP para formar el compuesto adenosina fosfo- 
sulfato (APS). Los donadores de electrones para la reducción de 
sulfato son Ha compuestos orgánicos e incluso fosfito. La re- 
ducción desproporcionada de compuestos de azufre es una es- 
trategia para la producción extra de energía por parte de algunos 
miembros del grupo. 

4 Definanse los siguientes compuestos: S', SOF, SOF", S04 

y HS. 


4 ¿Cómo se convierte el sulfato en sulfit 


Y ¿Por qué es importante el H; para las bacterias sulfate re- 
ductoras? 


Y ¿Cuál sería un ejemplo de reducción desproporcionada? 


Mt A 
El dióxido de carbono, CO,, es muy común en la naturale- 
za y suele abundar en los hábitat anóxicos, ya que es uno de 
los principales productos del metabolismo energético de 
los quimioorganotrofos. Hay dos grupos de procariotas 
anaerobios estrictos que usan CO, como aceptor de elec- 
trones en el metabolismo energético: los homoacetágenos y 
los metanógenos. El hidrógeno (Н) es un donador impor- 
tante para ambos tipos de microorganismos. La Figura 1740 
presenta un resumen de los procesos metanogénicos y aoe- 
togénicos. Ambos generan gradientes de iones, ya sean de 
Н? о Na”, que impulsan las ATPasas de la membrana, pero 
la acetogénesis también implica conservación de energía 
mediante la fosforilación a nivel de sustrato. En esta sec- 
ción, nos centraremos en la acetogénesis y en la siguiente en 
la metanogénesis. 
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"Comparación del proceso de la metanogánesis 
acetogénesis. La energía libre (AG ) Iberada en cada reacción ез: en 
la metanogénesis, — 136 kJ, y an la acetogénesis, —105 kJ. 


Microorganismos y vías metabólicas 
Los organismos homoacetógenos pueden llevar a cabo la 
siguiente reacción: 


4H, + H' + 2HCO, — CH;COO? + 4 H:O 


Además de Ha, los donadores de electrones para la aceto- 
génesis incluyen una variedad de compuestos Су, azúca- 
res, ácidos orgánicos y aminoácidos, alcoholes y algunas 
bases nitrogenadas, dependiendo del organismo. Muchos 
homoacetógenos reducen también NO, y S0? , pero es 
probablemente la reducción de СО; la principal reacción 
con significado ecológico. 

La caracteristica común más importante de los homoa- 
cetógenos es la vía metabólica de la reducción de CO,. Los 
homoacetógenos convierten el CO, en acetato por la vía del 
acetil-CoA (véase más adelante), y en muchos homoacetó- 
genos autotróficos hay también crecimiento por esta vía. 
La vía del acetil-CoA se conoce también como vía de Ljung- 
dal-Wood, en honor de sus descubridores, Lars Ljungdahl 
y Напапа Wood. En la Tabla 17.4, aparecen los principales 
organismos que producen u oxidan acetato por la vía del 
acetil-CoA. Microorganismos como Acetobacterium woodii y 
Clostridium aceticum pueden crecer bien de forma qui- 
mioorganotrófica por fermentación de azúcares (reacción 
1),0 bien quimiolitotrófica a través de la reducción del CO, 
a acetato con Н, (reacción 2) como donador de electrones; 
en cualquiera de los dos casos, el principal PFóducto es el 
acetato: 


(1) CHO, >3CH,COO” + 3H" 

(2) 2HCO; +4H,+H" —=CH,COO” + 4H,0 

Los microorganismos homoacetógenos fermentan la 
glucosa por la vía glicolítica, que convierte la glucosa en 
dos moléculas de piruvato y dos moléculas de NADH (el 


equivalente a 4 H). A partir de aquí, se obtienen dos molé- 
culas de acetato: 


(3) 2piruvato” —Zacetato” +200, + 4H" 

El tercer acetato de la fermentación del homoacetato pro- 
viene de la reducción de dos moléculas de CO, generadas 
en la reacción (3), usando los cuatro electrones obtenidos 
de la glicólisis más los cuatro electrones producidos en la 
reacción de los dos piruvatos a dos acetatos [reacción (3)]. 


1. Síntesis de acetato como resultado del metabolismo energético 
Acetomnaerobium noterac 
Aertobacteriunm иди 
Acetohacterium wieringae 
Acetogenium kivut 
Acrtitomaculum ruminis 
Clostridium aceticum 
Clostridium thermoaceticum 
Clostridium formicoscetacum 
Desuljotomaculum orentis 
Sporomusa pauctorans 
Eubacternum limosum (también produce butirato) 
Treponema эр, cepass ZAS- у ZAS-2 
(espiroquetas del intestino de los termes) 
|. Sintesis de acetato en el metabolismo autotrófico 
Bactenas homoscetogénicas autotrofas 
Metanógenos autotrofos. 
Bacterias autotrofas sulfato reductoras. 
Oxidación de acetato en el metabolismo energético 
Reucción: acetato + 2 HO 5*2 CO, + BH 
Grupo H de sulfato reductores (distintos а DesuYobucter) 
Rencció acetato = CO, + СМ, 
Metanógenos acetotróficos (Methnonarcino, 
Methanosaeta) 


Iniciando la reacción con el piruvato, la producción global 
de acetato puede escribirse como sigue: 


2-piruvato” +4 H — acetato” + Н" 


La mayoria de bacterias homoacetógenas que producen 
y excretan acetato en el metabolismo energético son Gram 
positivas, y muchas aparecen clasificadas en el género Clas- 
tridium. Un número reducido de Gram positivas y muchas 
bacterias Gram negativas diferentes usan la vía del acetil- 
CoA para la autotrofia, reduciendo CO, a acetato рага te- 
ner carbono celular. La vía del acetil-CoA funciona en el 
crecimiento autotrófico en algunas bacterias sulfato reduc- 
toras (véanse Secciones 12.18 y 19.13), y también la usan los 
metanógenos, la mayoría de los cuales crecen de forma au- 
totrófica con Н, + СО, (véanse Secciones 13.4, 17.17 y 19,10). 
Por el contrario, algunas bacterias emplean principalmente 
las reacciones de la vía del acetil-CoA en la dirección invers, 
con el fin de oxidar acetato а CO; Entre estos organismos es- 
tán los metanógenos acetotróficos (vénse Sección 13,4) y las 
bacterias sulfato reductoras (vérse Sección 12.18), 


Reacciones de la vía del acetil-CoA 

A diferencia de otras vías autotróficas como la del ciclo de 
Calvin (véase Sección 17.6), o la del ciclo inverso del ácido 
cítrico (véase Sección 17.7), la vía del acetil-CoA de fijación: 
Че CO; по es un ciclo, En su lugar, lleva a cabo una reduc 
ción del CO, mediante dos vías lineales —una molécula de 
CO, es reducida al grupo metilo del acetato, y la otra es 
reducida al grupo carbonilo— seguidas por su ensamblaje 
final para formar acetil-CoA (Figura 17.41). Una enzima 
clave en la vía del acetil-CoA es la monóxido de carbono 
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[атыл isacciones de la via del acoA. THF, etran 
Bi» lamina Ben un intermediario ligado ala enzima. El 
O está unido а un átomo de Fe en la CO deshidrogenasa, y el grupo 
ОҢ a un tomo de níquel de un compuesto de niquel orgánico en la 
DO deshidrogenasa. Obsérvese cómo la formación do acetato impui- 
auna bomba de Na” que se usa para la sintesis дв ATP, y que ésta 
min se produce durante la conversión de aceti-CoA a acetato. 


) deshidrogenasa. La CO deshidrogenasa es una enzima 

pleja que contiene los metales Ni, Zn y Fe como cofac- 
lores metálicos. La CO deshidrogenasa cataliza la siguien- 
Ме reacción: 


CO; + He CO + HO 


у CO obtenido acaba en la posición carbonilo (—COO”) 
acetato (Figura 17, 41). El grupo metilo del acetato se 
ўпа a partir de la reducción de СО, ро? una serie de 

jones en las que interviene la coenzima fetrahidrofola- 
(Figura 17.41). El grupo metilo formado se transfiere des- 
el tetrahidrofolato a una enzima que contiene vitamina 
¡como cofactor (Figura 17.41). En el paso final de la vía, 
grupo СН, se combina соп CO en la СО deshidrogena- 
dando acetato. Es curioso que en el mecanismo de reac- 
interviene el grupo CH,. Éste se encuentra unido a un 
de níquel en la enzima, combinándose con CO, el 
está unido a un átomo de Fe también en la enzima, y 
la coenzima A, formando el producto final, acetil-CoA. 
¡trascendencia de todo ello reside en el hecho de que este 
mismo fue la primera reacción alquilo-níquel descu- 
en bioquimica. 

Debido a que los homoacetógenos pueden crecer a ex- 
de las reacciones del acetil-CoA, esta secuencia de 

jones debe ser en conjunto conservador de energía (Fi 
17.41). Un punto de sintesis de ATP es durante la con- 


versión de acetil-CoA a acetato más ATP (vía acetil-P) (Sec- 
ción 17.19). Sin embargo, existen otros pasos de conserva- 
ción de energía adicionales porque se establece un gradiente 
de Na” (fuerza sodio motriz, análogo a una fuerza protón 
motriz, pero con Na” en lugar de Н") a través de la mem- 
brana citoplasmática durante la acetogénesis, Este estado 
energetizado de la membrana permite la conservación de 
energía mediante la acción de una ATPasa impulsada por 
una bomba de Na. Una situación similar ocurre con el fer- 
mentador de succinato Propionigenium, cuya conservación 
de energía a partir de gradientes Na” se discute en la Sec- 
ción 17.20. 


/__17.18 Revisión de conceptos 


Los homoacetógenos son anaerobios que reducen CO, a aceta- 
to, generalmente con H, como donador de electrones, El meca- 
nismo de formación del acetato es la vía del acetil-CoA, una 
serie de reacciones ampliamente distribuidas entre los anaero- 
bios estrictos, tanto como mecanismo de autotrofía como para 
el catabolismo del acetato. 
+ Dibúfese la estructura del acetato identificando el grupo car- 
bonilo y el grupo metilo. ¿Qué enzima clave de la vía del 
acetil-CoA produce el grupo carbonilo del acetato? 


/ ¿Cômo fabrican ATP los homoacetógenos a partir de la sín- 
tesis de acetato? 


Z Siel catabolismo de la fructosa vía glicólisis produce sólo dos 
moléculas de acetato, ¿cómo puede Clostridium nceticun fer- 
mentar la fructosa por esta vía y producir tres moléculas de 
acetato? 


KEN Metanogénesis 


La producción biológica de metano la lleva a cabo un gru- 
po de arqueas anaerobias estrictas que reciben el nombre de 
metanógenos. En la Sección 13.4, se consideraron sus pro- 
piedades básicas y su taxonomía; en ésta se trata la bioquí- 
mica y bivenergética de estos microorganismos. Los 
estudios sobre metanogénesis han revelado que la produc- 
ción biológica de metano tiene lugar a través de una serie 
exclusiva de reacciones en las que intervienen coenzimas 
especiales y que tienen una complejidad sorprendente. Va- 
тоз a tratar en primer lugar las coenzimas, por la gran im- 
portancia que tienen en las reacciones que describiremos y 
en la producción de metano a partir de Н, + CO. 


Portadores de С, en la metanogénesis 

Las coenzimas exclusivas de la metanogénesis pueden di- 
vidirse en dos clases: las que transportan la unidad С, des- 
de el sustrato inicial, el СО», hasta el producto final, CH, 
y las que en la reacción redox suministran los electrones 
necesarios para la reducción de CO, a CH, (Figura 17.42, 
véase también Figura 17.44). 

La coenzima metanofurano interviene en el primer paso 
de la metanogénesis. Contiene el anillo furanósico de cin- 
со miembros y un átomo de nitrógeno amínico que se une 
al CO, (Figura 17.420). La metanopterina (Figura 17.42b) es 
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una coenzima metanogénica parecida a la vitamina ácido 
fólico (véase Figura 20.16€) y es la portadora de С, en los 
pasos intermedios de la reducción de CO, a СН, La coen- 
zima М (CoM) (Figura 17.42c) es una pequeña molécula 
que interviene en el paso final de la metanogénesis, la con- 
versión de un grupo metilo (СНз) en CH4. Aunque no es 
un portador de С, la coenzima F gq, un tetrapirrol que con- 
tiene níquel (Figura 17.424), interviene también en el paso 


Coenzimas exclusivas de las Archaea metanogénicas. Los átomos que aparecen sombreados en marrón o amarilo son los 
tios de las reacciones oxidación reducción (Fazy-marrón) о la posición a la cual la mitad C1 se adhiere durante la reducción de CO, a CH, 
olurano, metanopterina у coenzima M-amarilo). Se han usado colores para destacar una coenzima determinada (por ejemplo, anaranjado 
CoB), que son los mismos en las Figuras 17.44 а 17.46 y se pueden usar para seguir las reacciones en cada figura. 


final de la metanogénesis como parte del complejo 
mático metilreductasa (véase más adelante). 


Coenzimas redox 

Las coenzimas Fiw y el 7- 'eptanoil-treonina! 
fato, o coenzima B (CoB), son donadores de electrones. 
la metanogénesis. La coenzima Fay (Figura 17.420) es 
derivado de la flavina, de estructura parecida a la coenzi 
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FMN (véase Figura 5.15). Tiene también una función en la 
metanogénesis como donador de electrones en varios pasos 
de la reducción de CO, (vénse Figura 17.44). La forma oxi- 
dada de Ре absorbe luz a 420 nm y presenta fluorescencia 
verdeazulada (Figura 17.43), que resulta útil en microsco- 

рата identificar un microorganismo como metanógeno. 

CoB interviene en el paso final de la metanogénesis, ca- 
talizado por el complejo enzimático metil reductasa. Como 
se muestra en la Figura 17.42f, la estructura de CoB es bas- 
lante sencilla y se parece a la vitamina ácido pantoténico 
que es parte del acetil-CoA) (véase Figura 5.12). Tras esta 
primera visión de las coenzimas de la metanogénesis, pa- 
emos ahora a las reacciones implicadas en la reducción de 


С0,асн, 


Bioquimica de la reducción de СО, a СН, 
lo general, la reducción de CO, a CH, depende de Hy 
pervel formiato, el monóxido de carbono e incluso algunos 
реон orgánicos como los alcoholes pueden suminis- 
far los electrones necesarios para la reducción de СО». Por 
plo, el 2-propanol puede ser oxidado a acetona, pro- 
ido electrones para la metanogénesis en algunas es- 
Pero, en general, la producción de CH, a partir de 
¡está impulsada por el hidrógeno molecular (H). 
Los pasos en la reducción del CO, que se muestran en 
la Figura 17.44, se resumen así 


El CO, es activado por la enzima que contiene meta- 
nofurano y posteriormente es reducido al nivel de for- 
milo. 


El grupo formilo se transfiere del metanofurano a una 
enzima que contiene metanopterina (MP en la Figura 
1744) y posteriormente es deshidratado y reducido en 
dos pasos distintos a los niveles de metileno y metilo. 


El grupo metilo se transfiere de la metanopterina a una 
enzima que contiene СОМ. 


El metil-CoM es reducido a'metano por el sistema de la 
metilreductasa, en el cual la Р,» y la CoB están total- 
mente implicadas. La coenzima Fow elimina el grupo 


(a) Autofuorescencia en células del metanógeno 
Бате debido а la presencia del portador exclusivo. 
electrones Р. Cada una de estas células mide aproximadamente 
ym de diámetro. Los organismos son visibles con luz azul en mi- 
de fluorescencia (véanse Sección 4.1 y Figura 4.5). (b) Ruo- 
Рк en células del metanógeno Methanobactarium formici- 

В diámetro de la сема es de 0,8 um. 


Via de la metanogénesis а partir de СО; MF, meta- 
noturano; МР, metanopterna; СОМ, coenzima М; „ау, Coonzima Figo 
reducida; F gy, coenzima Fy у СОВ, coenzima В. El átomo de carbo. 
по reducido se muestra en color amarillo y la fuente de electrones apa- 
rece destacada en marrón. Véase Figura 17.42 para las estructuras de 
las coonzimas y el texto para una discusión de la bomba de Na" re- 
versible. Se desconoce cuál es el donador de electrones inmediato en 
Ө primer paso de la metanogénesis. Los electrones para la reducción 
de CO, proceden generalmente del Н, pera en ciertos metanógenos 
algunos compuestos orgánicos pueden ser oxidados, produciendo 
electrones para la reducción de СО; 


СН, del CHy-CoM, formando un complejo Ni**-CHy. 
Éste es reducido por los electrones del CoB y un com- 
plejo disulfuro de CoM y CoB (СоМ-5—5-СоВ), Las 
CoM y CoB libres son regeneradas por reducción de 
este complejo con H,, según se verá más adelante, Esta 
reacción es la que permite la conservación de la energía 
en la metanogénesis. 


Metanogénesis a partir de compuestos 
metilados y acetato 

Vimos en la Sección 13.4 que, además de H; + CO), puede 
formarse metano a partir de diversos compuestos metila- 
dos. Estos compuestos, como el metanol, son catabolizados 
pasando grupos metilo a una proteína corrínoide, forman- 
do CHrcorrinoide (Figura 17.45). Los corrinoides son las 
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(a) Reacciones del metano! 


ШШЕ] Vicos des reacciones de lava del асаб CoA duran ai crecimiento өп metanol ао acealo 1), pora arqueas 
tanogénicas. Para ө crecimiento: metanol, la mayoria del Carbono del metano e convierto en СН, өп tanto que una pequeña cantidad 
convierte o bien өп CO, о bien, mediante la formación de aceti- CoA. es asimilado сото material celular. Las abreviaturas y ө código de 


res son los mismos que en las Figuras 17.42 y 17.44. Corr, proteina que contiene comnoide, 


estructuras predecesoras inmediatas d puestos tales 
сото la vitamina Biz y contienen un anilló de corrina, del 
tipo de las porfirinas, con un átomo central de cobalto (=42- 
se Figura 30.12). El complejo CHycorrinoide cede el grupo 
metilo a la CoM, dando CH,-CoM; a partir de éste, se for- 
та metano de la misma manera que en el paso final de la 
reducción de CO, que se acaba de describir (compárense 
Figuras 17.44 y 17.450). Si no se dispone de poder reductor 
(tal como Н.) para impulsar el paso terminal, algo de me- 
tanol debe ser oxidado a CO, para producir electrones. Esto 
зе hace por [а inversión de los pasos de la metanogénesis 
(Figura 17.450) 

Cuando el sustrato de la metanogénesis es el acetato, éste 
es activado a acetil-CoA, que puede interaccionar con la 
monóxido de carbono deshidrogenasa de la vía del acetil- 
CoA (véase Sección 17.16). Entonces, el grupo metilo del ace- 
tato se transfiere а la enzima corrinoide produciéndo 
CHycorrinoide, y desde allí cambia al paso terminal de la 
metanogénesis, en el que interviene la CoM (Figura 17.456). 


Autotrofia 

La autotrofia en los metanógenos se da a través de 
reacciones de la vía del acetil-CoA discutida en la 
17.16. Como hemos visto, partes de esta vía están ya 
gradas en el catabolismo del metanol y el acetato (Fi 
17.45). Sin embargo, los. carecen de la series 
reacciones dirigidas por el tetrahidrofolato de la vía del. 
til-CoA que conducen a la producción de un grupo 
(Figura 17.41). En todo caso, esas reacciones son inn 
rias ya que los metanógenos obtienen sus grupos metilo: 
rectamente de sus donadores de electrones (Figura 174 
o los fabrican durante la metanogénesis a partir de Н; 
СО, (Figura 17.44); de esta forma, la célula dispone de 
pos metilo en abundancia para empezar el proceso, El 
po carbonilo del acetato obtenido durante el crecimi 
autotrófico de los metanógenos procede de la CO de 
drogenasa, y la fase final de la síntesis de acetato tiene 
gar de la misma forma descrita para los homoacetó; 
(véase Sección 17.6 y Figura 17.41). 
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Conservación de energía en la metanogénesis 
Ёл condiciones estándar, el cambio de energía libre en la 
reducción de CO, а CH, con Н; es —131 kJ/mol. Esto es su- 
ficiente para la síntesis de, al menos, una molécula de АТР. 
'Seha mencionado que la conservación de energía en la me- 
tanogénesis está ligada al paso final, el de la metilreductasa 
(Figura 17.44). La interacción de CoB con СНу—СоМ en este 
final forma CH, y un heterodisulfuro, СОМ-5—5-СоВ. 
йе último complejo es reducido con los electrones que 
produciendo CoM-SH y CoB-SH (Figura 

ión, realizada por la enzima heterodisul. 
Io reductasa, es exergónica y está asociada a la extrusión de 
a través de la membrana, que crea una fuerza pro- 
motriz (Figura 17.46). La disipación del gradiente de 
por una ATPasa translocadora de protones (las 
\TPasas se tratan en la Sección 5.12) origina la síntesis de 

Р durante la metanogénesis, del mismo modo que ocu: 
meen otras formas de respiración. En el flujo de electrones 
da la heterodisulfuro reductasa participa un portador de 
»s exclusivo integrado en la membrana, un com- 
"puesto de fenazina denominado metanofenazina (Figura 
Ав). En el paso final del proceso de transporte de elec- 
ones, la metanofenazina es primero reducida (por la Faas) 
después oxidada (por un citocromo de tipo b), constitu- 


de la metanofenacina (МРН en la parte Б), un portador de 
¡dela cadena de transporte de electrones para la sintesis de 

|Б алі central de la molécula puede ser reducido y oxidado de 
Jãllernativa. (b) Pasos del transporte de electrones. Los electro- 
зв producen а partir de Н, reducen Fo y después la meta- 

fina. Esta última, a través de un citocromo de tipo b, reduce la 


dlsufuro reductasa con extrusión de protones hacia el exterior 
membrana. En el paso final, la heterodisulfuro reductasa reduce 

S-CoB a HS-CoM y HS-CoB. Para las estructuras de CoM 
¡ase Figura 17.42. 


yendo el donador último de electrones para la heterodi- 
Sulfuro reductasa (Figura 17.46). 

La metanogénesis a partir de compuestos de metilo está 
ligada también a la bomba de protones de la heterodisulfu- 
ro reductasa, pero con un factor adicional. Como se ha indi- 
cado anteriormente, en ausencia de H, la metanogénesis a 
partir de compuestos сото СНОН necesita la oxidación de 
algunas de esas moléculas a СО, para generar los electro- 
nes necesarios para la reducción de metilo a metano. Esto 
necesita un aporte energético, que se produce a expensas de 
una fuerza Na” motriz (un potencial de membrana cargado 
por Na’, ёле Sección 17.20). La energía inherente a este po- 
tencial procede de la conversión de CH,-metanopterina en 
СН;-СоМ durante la metanogénesis; la reacción inversa con- 
sume energía y está impulsada por la bomba de Na”. Los 
pasos oxidativos posteriores en la conversión del СО; а gru- 
pos metilo invierten los pasos enzimáticos que llevan a la 
formación de CH, a partir de CO, (véase Figura 17,44). De 
sta manera, en los metanógenos se encuentran dos tipos de 
bombas de jones: la típica bomba de protones que se usa 
рага la sintesis de adenosina trifosfato (ATP) y una bomba de 
Ма" reversible que impulsa la oxidación del grupo metilo, 


/_17.17 Revisión de conceptos 


La metanogénesis es la producción biológica de CH, a partir, o 
bien de la reducción de CO, con Н. o bien de compuestos me- 
tilados. En la metanogénesis intervienen diversas coenzimas ex- 
clusivas, y el proceso es estrictamente anaerobio, En la 
conservación de energía en la metanogénesis intervienen gra- 
dientes de protones y de sodio, 


4 ¿Quécoenzimas funcionan como portadoras de C, enla me= 
lanogénesis? ¿Y como agentes redox? 

4 ¿Por qué las fases del catabolismo de СНОН durante la 
metanogénesis son diferentes si el Н, está о по presente? 

/ En relación соп la autotroña, ¿por qué sólo algunas, pero 
mo todas, enzimas de la vía del acetil-CoA están presentes en 
los metanógenos? 


4 ¿Cómo se produce fuerza protón motriz en la metanogénesis? 


Además de los aceptores de electrones para la respiración 
anaeróbica discutidos hasta ahora, el hierro férrico (Ее?*), el 
ion mangánico (Mn'”), el clorato (CIO, ) y varios compues- 
tos orgánicos son aceptores de electrones importantes para 
las bacterias en la naturaleza (Figura 17.47), Diversas bacte- 
rias son capaces de reducir estos aceptores, especialmente el 
Бе", y otras muchas pueden reducir también otros aceplones, 
tales como el NO,” y el S? (vanse Secciones 17.14 y 17.15). 


Reducción de hierro férrico 
El hierro férrico es un aceptor de electrones para el meta- 
bolismo energético en una amplia variedad de bacterias, 
tanto quimioorganotrofas como quimiolitotrofas, у, pues- 
to queel Ре" abunda en la naturaleza, su reducción es una 
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Óxido de N-Trimetiamina 
(Mao) 


forma importante de respiración anaeróbica. El potencial 
Че reducción del par Ее?” /Fe** es ligeramente electroposi- 
tivo (Е? = +0,2 V a pH 7) y, a causa de ello, la reducción de 
Ғе?" puede acoplarse a la oxidación de algunos donadores 
Че electrones orgánicos e inorgánicos. Diversos compues- 
tos, entre ellos los aromáticos, son oxidados anaeróbica- 
mente por los reductores del hierro férrico con electrones 
que se desplazan a través de las cadenas de transporte de 
electrones que terminan en un sistema hierro férrico re- 
ductasa. Este flujo de electrones establece îî fuerza pro- 
tón motriz que puede usarse para generar АТР. Una buena 
parte de la investigación sobre la energética de la reduc- 
ción del hierro férrico se ha llevado a cabo con la bacteria 
Стат negativa Shewanella putrefaciens, en la que el creci- 
miento anaeróbico dependiente de Fe” tiene lugar con va- 
rios donadores orgánicos de electrones. Otros reductores 
importantes de Ре? son Geobacter, Geospirillum y Geovibrio. 

Geobacter metallireducens se ha usado como modelo para 
el estudio de la fisiología de la reducción de Fe”*. Este or- 
ganismo puede oxidar acetato соп Fe™ como aceptor, de 
la forma siguiente: 


Acetato” + 8 Fe" +4H,0= 
2НСОу +8 Ее! +9Н* AC" = 233k] 


Geobacter puede usar también Н; и otros donadores de elec- 
trones, como el hidrocarbono aromático tolueno (véase en la 
Figura 17.561 la estructura del tolueno). Esto puede tener 


importancia ecológica porque el tolueno procedente de los 
vertidos de los tanques de almacenamiento de hidrocas 
buros a menudo contamina los acuíferos ricos en hierro fé- 
rico. Se ha indicado la posibilidad de que Geobacter pudiera. 
ser muy útil como agente descontaminante en esos а 
bientes. 


tiene varios estados de oxidación, 
do el Mn** y el Мп? las formas más estables у biol 
mente relevantes, La reducción anóxica de Мп! a М 
llevan а cabo muchos microorganismos, en su mayor 
te quimioorganotrofos. En Shewanella putrefaciens у en 
gunas otras bacterias, el crecimiento anóxico en acetato 
otras fuentes de carbono no fermentables tiene lugar 
Мп“ como aceptor de electrones. El potencial de тей 
ción del раг Mn" /Mn** es extremadamente alto (Fig 
17.47); por tanto, varios compuestos tendrían que ser 
paces de ceder electrones para la reducción de Mn". 
es también el caso del clorato, ya que su potencial de 
ducción es incluso más positivo que el del par О,/Н;О (I 
gura 17.47). Se han aislado varias bacterias reductoras 
clorato, la mayoría de ellas son facultativas y, por tanto, 
paces también de crecer en condiciones aeróbicas. 
Otras sustancias inorgánicas pueden funcionar 
aceptores de electrones en la respiración anaerobia. 
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Producción del mineral risulluro de arsénico (As,Sy) 
lala reducción de arsenato por la bacteria sulfato reductora 
Desufotomaculum aunpigmentum. En la parte izquierda, aspecto de 
na botella de cultivo después de la inoculación. A la derecha, creci 
miento al cabo de dos semanas, En el centro, muestra de As,S, sin- 
со. La producción de minerales рог microorganismos se denomina 
biominaralización 


llas se encuentran compuestos de selenio y arsénico ( 
ura 17.47). Aunque normalmente no se encuentran en 
andes cantidades en ambientes naturales, los derivados 
selenio y el arsénico son agentes contaminantes ocasio- 
Pales y pueden sostener el crecimiento anaeróbico de di 
Iversas bacterias. La reducción de SeO? a 50” y poste 
йогтегие а Se" (selenio metálico) es un método importante 
Че ейтїласїөп de selenio del agua y se ha usado como me- 
iio de limpieza (biorremedio) (véase Sección 19.19) de sue- 
dos contaminados con selenio. 

Enel caso del arsénico, la bacteria sulfato reductora Desu- 
Eplomaculum puede reducir arsenato (AsO,™) a arsenito 
(АЮ), junto con 50,2 (a HS”), y en el proceso se forma 
lun complejo mineral de arsénico y sulfuro, As.S,, que preci- 
pila espontáneamente (Figura 17.48). El mineral se forma 

ino extracelular como intracelularmente y es un ejemplo 

Ihomineralización, es decir, la formación de un mineral por 

ión bacteriana, En este caso, la formación de XES, (Figu- 

1748) constituye un método de detoxificar lo que de otra 

sería un componente tóxico (en este caso el arsénico), 
sas actividades pueden tener aplicaciones prácticas para 

¡descontaminación microbiana de desechos tóxicos. 


orgánicos de electrones 


ов compuestos orgánicos de electrones participan 


lo aceptores externos de electrones en la respiración 
ба. De los que se indican en la Figura 17.47, el com- 
йо más extensamente estudiado es el fumarato, que es 

lucido а succinato. Un examen del ciclo del ácido сй 
Figura 5.22) revela que el fumarato y el succinato son 
lermediarios importantes. La función del fumarato como 
йог de electrones en la respiración anaeróbica proviene 
hecho de que el par fumarato/succinato tiene un po- 

dal de reducción cercano a 0 У (véase Figura 17. 

permite acoplar la reducción del fumarato а la oxida- 


ción de NADH o de H,. El rendimiento energético es sufi- 
ciente para la síntesis de un ATP. Las bacterias capaces de 
usar fumarato como aceptor incluyen Wolinella succinoge- 
nes (que puede crecer con Н; como donador de electrones 
usando fumarato como aceptor), Desulfovibrio gigas (una 
bacteria sulfato reductora que puede crecer en condiciones 
no sulfato reductoras), algunos clostridios, Escherichia coli y 
muchas otras bacterias. 

El óxido de trimetilamina (TMAO), que se muestra en 
la Figura 17.47, es un interesante aceptor orgánico de ей 
trones. El TMAO es un soluto con funciones osmóticas im- 
portantes en los peces marinos, donde sirve сото medio 
de excretar el exceso de nitrógeno, Diversas bacterias son 
capaces de reducir TMAO a trimetilamina (ТМА). La TMA 
tiene un fuerte olor y sabor, y parte del olor característico 
del pescado en descomposición se debe a la TMA produci- 
da por acción bacteriana. Diversas bacterias aerobias fa- 
cultativas son capaces de utilizar TMAO como aceptor de 
electrones alternativo, Además, varias bacterias fototrófi- 
cas rojas (véase Sección 12.2) pueden usar TMAO como 
aceptor de electrones para el metabolismo anaeróbico en la 
oscuridad. Un compuesto análogo a TMAO es el dimetil- 
sulfóxido (DMSO), que muchas bacterias reducen a dime- 
tilsulfuro (DMS). El DMSO es un producto natural muy 
común y se encuentra en ambientes de agua marina y de 
agua dulce. El DMS tiene un olor picante fuerte, y la ге- 
ducción bacteriana de DMSO а DMS se delata por el olor 
característico del DMS. Bacterias muy diversas, como 
Campylobacter, Escherichia y muchas proteobacterias pue- 
den usar DMSO como aceptor de electrones para la ge- 
neración de energía (en la Sección 19.13 se discute el 
metabolismo del DMSO), 

Los potenciales de reducción de los pares TMAO/TMA 
у DMSO/DMS son similares, próximos a +0,15 V, lo que 
significa que cualquier cadena de transporte de electrones 
que termine con la reducción de TMAO о DMSO tiene que 
ser bastante corta, Al igual que en la reducción de fumara- 
to, en la mayoría de casos de reducción de TMAO y DMSO 
se han identificado como oxidasas terminales citocromos 
de tipo b (con potenciales de reducción cercanos a 0 V). 


Compuestos halogenados como aceptores 

de electrones: decloración reductora 

Algunos compuestos clorados funcionan como aceptores 
de electrones para la respiración anaeróbica en el proceso 
conocido como decloración reductora. Por ejemplo, Desulfo- 
monile crece de forma anaeróbica con H; o compuestos or- 
gánicos donadores de electrones, con clorobenzoato como 
aceptor: 


снос! 
+Clorubenzoato 


+2H — CHO; + HOI 


Benzoato 


Además de Desulfomonile, que es también una bacteria súl- 
fato reductora (Tabla 17.5), hay una amplia variedad de bac- 
terias que pueden llevar a cabo la decloración reductora; 
algunas sólo pueden utilizar compuestos clorados como. 
aceptores de electrones (Tabla 17.5). Muchos de los com- 
puestos clorados reducidos son tóxicos para los peces y 
otros animales, en tanto que bastantes productos de la de- 
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TABLA 17.5 


Donadores de electrones H; Hy formiato, piruvato. Hy formiato y piruvato Hy lactato 
lactato y benzoato lactato 
Aceplores de electrones. Tricoroctileno y Metaclombenzoatos, Ortho, meta- o *hiciorvctileno y 
tetracloroetileno tetraclorotieno y paraclorotenoles, tetracloroctileno 
sof, SO ys МО, , fumarato, 
sof,sof ys 
Producto dela Dicloroctileno Dicloroetileno Indonwnleno Eino 
reducción 
de tetracloroetileno 
Otras propiedades® Contiene citocomob Contiene citocromo cs Puede crecer también Carece de 
requiere fuente de carbono por fermentación pertidoplicano 
organico; puede crecer 
por fermentación de piruvato 
Filogenia’ Relacionado con miembros Relacionado con el grupo delta Relacionado con miembros Linaje especial del 
Gram positivos debajo de las proteobacterias Gram positivos de bajo dominio Bactería 
GC del dominio Bacteria GE del dominio Bacteria 


* Todos los organisman son anserubios estrictos 


Vina Сараш 12 y Figura 121 para un tratamiento detallado de La filogenia реална. 


cloración son menos tóxicos o carecen completamente de 
toxicidad. Por ejemplo, la bacteria Dehalococcoídes reduce 
tri- y tetracloroctileno al gas eteno, que es inocuo (Tabla 
17.5), Dehalobacterium convierte el compuesto tóxico diclo- 
rometano (CH;Ch;) en acetato más formiato (Tabla 17.5). De 
esta forma, la decloración reductora es no sólo una forma 
Че metabolismo energético, sino un de biorremedio 
ecológicamente significativo (véase Sección 19.19). Nume- 
rosos decloradores reductores son capaces también de re- 
ducir nitrato o varios compuestos, reducidos de azufre 
(Tabla 17,5), con lo que el grupo está formado por especies 
a la vez oportunistas y especialistas. 


/_17.18 Revisión de conceptos 

Además de compuestos inorgánicos de nitrógeno о de azufre, o 

de CO, otras sustancias muy variadas, tanto orgánicas como 

inorgánicas, pueden funcionar como aceptores de electrones en 

la respiración anaeróbica. En particular, éstás incluyen Fe”, 

Мне, fumarato y compuestos clorados. 

Y Con Н, сото donador de electrones, ¿por qué la reducción 
Че Ре" es una reacción más favorable que la de fumarato? 

Y Proporciónese un ejemplo de biomineralización. 

„7 ¿En qué lugar de la naturaleza podrían ser abundantes las 
bacterias degradadoras de TMAO? ¿Por qué? 

Y ¿Qué es la decloración reductora? 


Fermentaciones: 
consideraciones energéticas 
y redox 


асар карсыз de la materia orgánica ocurre anaeróbi 
camente. Si en esos ambientes anóxicos no existe un sul 
nistro adecuado de aceptores de electrones como. 
NO) , е?" y otros considerados en las secciones апі 
тез, gran parte del carbono será catabolizado por fet 
tación. (El CO, como aceptor de electrones es una 
ción. Aunque es raramente limitante en hábitat anóxi 
su conversión a metano requiere Hy y este último es por: 
mismo producto de fermentaciones.) En las Secciones 
y 5.10, se ha comentado el proceso global de las 
ciones y se ha mostrado que es un proceso de óxido 
ducción equilibrado internamente, donde el carbono 
mismo compuesto orgánico externo en parte se oxida yı 
parte se reduce (Figura 17.49). 

Si un organismo cataboliza compuestos orgánicos en el 


АТР, y (2) eliminar los electrones extraídos del donador d 
electrones. En la fermentación, la síntesis de ATP se pro 


Сото el oxigeno no es muy soluble (9,6 mg/l de agua des- 
tilada en equilibrio con el aire а 25°C), muchos ambientes 
se hacen anóxicos con relativa facilidad. En tales ambientes, 


Foura 17.40 Poo эсе дета tomeniacón Ena 
tación lc, la mayor part д carbono se scr como un p 
to final parcialmente reducido del metabolismo energético, y que só 
арена сагада e usa on û carte. 


¡TACIOMES: COMSIDERACION! 


EMEROÉTICAS Y REDOX = 583 


TABLA 17.6 


Асен Сол 
Propionil-CoA 

Ваіт Сол 

Эосси Сол. 

Acotillostato 

Batirilfostato 
13-Disfostoglicerato 
Carbarmilfostato 

Fostoenolpiruvato 

Adenosina fosfosulfato (APS) 
NO formilctrahidrofolati 
[nerga de hidrólisis del ATP 
(ATP ADP + Pi) 


patos tomados de К. K Thauet К. Jungerman y K Decker 1977. «Energy 

тыга in chemoirophie anaerobic асвета. Касты Куп 4) 

ın эдин son para «condiciones esta 

as айшык. Incluyendo a perdido de alo, 
очита más alos ВОМ que a 


j quese mues 


трачу е sr 
rei rl рта. por reacción 


generalmente mediante fosforilación a nivel de sustrato, 
¡mecanismo por el que los enlaces fosfato de alta energía 
ilos intermediarios orgánicos de la fermentación se trans- 
еп al ADP (véase Sección 5.9). El segundo problema, el 
equilibrio redox, se soluciona mediante la producción 

[Y secreción por el organismo de los productos de fermenta 
ii generados a partir del sustrato original (Figuras 1749 
[у 1750). Consideremos estos principios básicos de la fer- 
lön con más detalle y resaltemos la enorme diversi- 

jd de las fermentaciones тіётођіалаѕ conocidas. 


muchas y diferentes formas de conservar la energía de 
osforilación a nivel de sustrato. Sin embargo; el meca- 
то central de la síntesis de ATP es la producción de un 
uesto de айа energia. En general, éstos son compuestos 

que contienen un grupo fosfato о una molécula 
idecoenzima A, cuya hidrólisis es altamente exergónica. La 
17.6 presenta una lista de los principales intermedia- 

¡de alta energía. Esta lista no es completa, pero incluye 
yor parte de los intermediarios conocidos de alta ener- 
¡quese forman durante los procesos bioquímicos. Como 
mayoría de los compuestos indicadas en la Tabla 17.6 se 
eden acoplar directamente a la síntesis de ATP (31,5 
Imol), un organismo podrá hacer ATP si puede formar 
lino u otro de estos compuestos durante el metabolismo 
entativo. La fosforilación a nivel de sustrato es un 
más directo de producir ATP que la fuerza protón 
(véase Figura 5.13), pero requiere que la fuente de 

se acople directamente a un intermediario de alta 


La Figura 17.50 resume las vías de descomposición anae- 
óbica de varias sustancias fermentables hasta intermedia- 
rios de alta energía. Obsérvese que esta figura se organiza 
еп función de los compuestos de alta energía indicados en 
la Tabla 17.6 y que, en cada caso, se genera uno de estos 
compuestos, о un derivado relacionado, y se origina la sin- 
tesis de ATP. Por tanto, la Figura 17.50 y la Tabla 17.6 de- 
berian examinarse conjuntamente. 


Rendimiento energético de organismos 
fermentativos 

¿Cuál es la cantidad de ATP que puede producir un org 
nismo fermentativo? Hemos visto que los fermentadores 
de glucosa producen de 2 a 3 ATPs por glucosa fermenta- 
да en la glicólisis (véase Figura 5,14). Ésta es la máxima can- 
tidad de АТР que se obtiene por fermentación; muchas otras 
sustancias aportan menos energía. La energía potencial li- 
berada de una fermentación determinada se calcula а par- 
tir de la reacción equilibrada y de los valores de energía 
libre dados en el Apéndice 1. Por ejemplo, la fermentación 
de glucosa a etanol y CO, tiene un rendimiento energético 
teórico de -235 kJ/mol, suficiente para producir 7 ATP, 
Sin embargo, en realidad sólo se obtienen 2 ATPs, lo que 
significa que el organismo opera con una eficiencia consi 
derablemente inferior al 100%, perdiendo parte de la ener- 
gía en forma de calor 


Equilibrio de oxidación-reducción 

Toda reacción fermentativa comporta un equilibrio entre oxi- 
dación y reducción. El número total de electrones en los 
productos del lado derecho de la ecuación debe guardar un 
equilibrio con el número de electrones en los sustratos del 
lado izquierdo. Cuando se estudian las fermentaciones ех. 
perimentalmente en el laboratorio se suele calcular un a- 
lance de fermentación para asegurar que algunos productos 
по pasen desapercibidos. Este balance también puede cal- 
cularse teóricamente a partir de los estados de oxidación 
de los sustratos y de los productos (обаке Apéndice 1 para 
el cálculo de los estados de oxidación) 

En algunas fermentaciones, el equilibrio de electrones 
se mantiene por la producción de hidrógeno molecular, Ha 
Los protones (H*) derivados del agua sirven como acepto- 
res de electrones en la producción de H; Con frecuencia, 
sta producción se asocia con la presencia en el organismo 
Че una ferrosulfoproteína denominada ferradoxina, un trans- 
portador de electrones de muy bajo potencial. El transpor- 
te de electrones desde la ferredoxina a Н” está catalizado 
por la enzima hidrogenasa, como se ilustra en la Figura 
17.51. De hecho, la energética de la producción de hidró- 
geno es en parte desfavorable, por lo que la mayoría de or- 
ganismos fermentadores sólo producen una cantidad 
relativamente pequeña de hidrógeno, junto con otros pro- 
ductos de la fermentación. De esta forma, la función prin- 

ipal de la producción de hidrógeno es mantener el 
equilibrio redox. 

Muchas bacterias anaerobias producen acelat como uno 
delos productos de la fermentación. La producción de ace- 
tato o de algunos otros ácidos grasos (vérse Tabla 17.6) es 
energéticamente ventajosa porque permite al organismo fa- 
bricar ATP por fosforilación a nivel de sustrato. El inter- 
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tir de pituvato, Obsérvese que la producción de acetato conduce а! 
síntesis de ATP mediante la hidrólisis del intermediario de aita energía, 
acetilfostato (véase Tabla 17.6) 


mediario clave generado en la producción de acetato es el 
acetil-CoA (véanse Tabla 17.6 y Figura 17.50), elevadamen- 
te energético, El acetil-CoA se convierte en acetilfosfato 
(también indicado en la Tabla 17.6), y el grupo fosfato de 
alta energía del acetilfosfato se transfiere posteriormente а 
la adenosina difosfato (ADP) mediante la acetato quinasa, 
dando АТР. Uno de los principales sustratos que se convier- 
ten en acetil-CoA es el piruvato, un producto importante 
de la glicólisis. La conversión de piruvato en acetil-CoA es 
una reacción de oxidación (Figura 17.51) y el exceso de elec 
trones generados debe usarse para fabricar un producto 
final más reducido, o para producir Н, tal сото se ha co- 
mentado anteriormente. 


га Revisión de conceptos 


En ausencia de un aceptor externo de electrones, los compues- 
tos orgánicos sólo se pueden catabolizar por fermentación. So- 
lamente determinados compuestos son fermentables y para la 
mayor parte de las fermentaciones es necesario que se forme un 
intermediario de alta energía que produzca ATP por fosforila- 
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ción a nivel de sustrato. En las fermentaciones también se debe 
lograr un equilibrio redox, y la producción de Н; es una de las 
maneras de deshacerse del exceso de electrones. 


/ 1006 es la fosforilación a nivel de sustrato? 


М4 {Рог qué es ventajosa, en términos energéticos, la forma- 
ción de acetato en la fermentación? 


[ШЕ Diversidad termentativa 


La clasificación de las fermentaciones se realiza basándose 
еп los sustratos fermentados o en los productos formados. 
Muchas reacciones de fermentación específicas de las bac- 
terias se han tratado en los Capítulos 12 y 13 al examinar los 

grupos individuales. Lo que sigue es una perspectiva glo- 


taciones, clasificadas sobre la base de los productos 
dos. Algunas categorías son amplias, como la alcohóli- 

la del ácido láctico, la del ácido propiónico, la ácido mix- 
la del ácido butírico y la del ácido homoacético. Нау 
ermentaciones que se clasifican por el sustrato fermentado, en 
Че por los productos de fermentación; por ejemplo, mu- 
bacterias anaerobias formadoras de esporas (género 
idium) fermentan aminoácidos y producen acetato, amo- 

соу Ha (vénse Figura 12.59). Otras especies de Clostridium, 
ото C. acidi-urici у С. purinolyticum, fermentan purinas tales 


Hexosa ~2 Etanol + 2 CO; 


Hexosa — 2 Lactato” + 2H" 


Hexosa — Butirato” + Acetato” 


Etanol + Н, + СО, 

Etanol + Acetato” + CO, — 
Caproato + Butirato + Н. 
Fructosa — 3 Acetato” + 3H" 
4H, + 2СО, + H'— Acetato 


Hexosa — Lactato” + Etanol + CO, + H° 
Lactato — Propionato” + Acetato” + СО, 


Hexosa — Etanol + 23-Butanodiol + Succinato? + 
Lactato” + Acetato. + Formiato” + Н, 


Hexosa — Butanol + Acetato. + Acetona + 


Acetato” + HO CH, + НСОУ 


сото xantina o adenina, con la formación de acetato, for- 
miato, CO, y amoníaco. Нау todavía otros anaerobios que 
fermentan compuestos aromáticos, como por ejemplo Pelobac- 
ter acidigallci, que fermenta el floroglucinol (1,3,5-benceno- 
triol, С,Н,О,) a través de la siguiente reacción global: 


Floroglucinol (C/H¿O,) + 3 H¿0— 3 acetato + ЗН" 
AG” = —142,5 KJ /reacción 


Muchas fermentaciones que son poco comunes sólo las 
llevan a cabo un grupo muy restringido de anaerobios y, 
еп algunos casos, sólo una bacteria conocida. Algunos 
ejemplos se indican en la Tabla 17.8. Muchas de estas bac- 
terias se pueden considerar especialistas metabólicos y han 
desarrollado capacidades bioquímicas para catabolizar uno 
о más sustratos no catabolizados por otras bacterias, Sin 

como en el caso de las sustancias indicadas en la 
Tabla 17.7, para fermentar con éxito estos sustratos poco 
frecuentes es necesario que el organismo produzca duran- 
te la fermentación un intermediario de alta energía, a fin 
de conservar parte de la energía liberada en forma de ATP. 
Normalmente, este intermediario es un derivado de la co- 
enzima А como los que aparecen en la Tabla 17.6. 


Fermentaciones зіп fosforilación a nivel 

de sustrato: descarboxilaciones 

de ácidos orgánicos 

Aunque con algunos sustratos no se libera la suficiente 
energía para la síntesis directa de ATP por fosforilación a ni- 
vel de sustrato, estos compuestos, sin embargo, sí permiten 


Levaduras 
Zymomonas 

Streptococcus 

Algunos Lactobacillus 
Leuconostoc 

Algunos Lactobacillus 
Propionibacterum 
Clostridium propionicum 
Bacterias entéricas 
Escherichia 

Salmonella 

Shigella 

Klebsiella 

Enterobacter 

Clostridium butyricum 
Clostridium acetobutylicum 


со, 


+н,+со, 


Clostridium лухт 


Clostridium aceticum 
Acetohacterium 
Methanosacta 
Methanosarcina 


+2ңо 
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TABLA 17.8 
Acetileno 24H, + 3 H;O — etanol + acetato” + Н" Pelohactracetylenius 
Glicerol 4 Glicerol +2 HCO; —7 acetato" + 5H+ + 4 HO Acetobactertum spp- 
Resorcinol 2CHAOHY, + 6 HO — 4 acetato + butirato` + 5 H Clostridium spp. 
(un compuesto aromático) 
Horoglucinal CHO, +3 HO —3 acetato” + 3H" Pelobucer massiliensis 
(un compuesto aromático) Pelobacter acidigallici 
Putrescina TOCAN; + 26 H4O — 6 acetato” + 7 butirato Amerobios Gram positivos no 
+ 2ONH + 16H, + 13H" esporulados іп clasificar 
сы Citrato” + 2H¿O—formiato + 2acetato + НСО; + H° Bacteroides sp. 
Aconitato Aconitato” + H° + 2H;O— CO, + 2 acetato" + Н, Acidaminococcusfermentans 
A Gliowlato” +3H" + 3H;O—6 CO; + 5H; + glicolato Bacteria Gram negativa 
no clasificada 
Suceinato Succinato?” + НО — propionato` + HCO; Propionigenium modestum 
Oxalato Окай? + H;O— formiato” + HCO; Oxalobactrformigenes 
Malonato Момо? + HO == acetato” + HCO; Malonomonas rubra 


el crecimiento fermentativo de un organismo. En estos ca- 
sos, el catabolismo del sustrato está ligado a bombas ióni- 
сав que establecen un gradiente de protones o de sodio a 
través de la membrana. Como ejemplos están las fermen- 
taciones de Propionigenium modestum y Oxalobacter formige- 
nes; ambos microorganismos acoplan la fermentación de 
cidos dicarboxílicos a bombas iónicas de membrana liga- 
dasa la obtención de energía, Propionigenium modestum Пе 
va a cabo la siguiente reacción: 


+ HO — propionato + НСО; 
AG" =-20,5 k)/reacción 


La energía libre generada por esta reacción es insuficiente 
para acoplarla directamente a la síntesis de ATP por fosfo- 
rilación a nivel de sustrato, pero es la única reacción que 
suministra energía para el crecimiento del organismo. Esto 
es posible porque la descarboxilación del succinato por Pro- 
pionigenium modestum (vía metilmalonil-COA y su descar- 
boxilasa ligada a membrana) está acoplada а la salida de 
Ма? a través de la membrana citoplasmática (Figura 17.520). 
En la membrana de P. modestum, una ATPasertranslocado- 
та de Na' emplea este gradiente de Na* para impulsar la 
síntesis de ATP (Figura 17.520). 

Oxalobucter formigenes lleva a cabo la fermentación de 
oxalato: 


Oxalato” + Н,О — formiato“ + НСО; 
AG” = -267 kJ/ reacción 


ESI Fermentaciones exclusivas de succinato y oxalato. 
(a) Fermentación de succinato por Propionigenium modestum. Una 
ATPasa translocadora de sodio produce ATP; la salida de sodio está 
ligada a la energía liberada por la descarboxllación de succinato, (b) 
Fermentación de oxalato por Oralobacter formígenes. La entrada de 
oxalato у la salida de formiato por un antiportador formiato-oxalato 
consume protones. La síntesis de ATP está ligada a una ATPasa acti- 
vada por protones. Todos los sustratos y productos de una reacción 
дада se muestran en colores contrastados. 


Succinato* 


Sporomusa malonica 


A pH neutro, el oxalato está en forma ionizada como охак 
lato” , y su descarboxilación a formiato consume un 
La posterior salida del formiato de la célula permite gene 
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тағ una fuerza protón motriz capaz de acoplarse a la sinte- 
sis de ATP por una ATPasa translocadora de protones de 
la membrana (Figura 17.522), 

El interés y singularidad tanto de Propionigenium modes- 
tum como de Oxalobacter formigenes estriba en el hecho de 

¡ue la sintesis de ATP tiene lugar sin fosforilación a nivel 

sustrato ni transporte de electrones. Sin embargo, sigue 
habiendo una formación quimiostática de ATP como resul- 
tado de una bomba de Na* o de Н”, ligada a la descarboxi 
Jación de ácidos orgánicos. Por tanto, no puede desecharse 
que cualquier reacción química que suministre menos de 
oe 31,8 К] necesarios para hacer un ATP (обе Tabla 17.6) sea 
сара? de sustentar el crecimiento de una bacteria, Si la re- 
acción puede acoplarse a un gradiente iónico, sigue siendo 
posible producir ATP (y el crecimiento consiguiente). Sin 
embargo, dado que es necesaria la entrada de aproximada- 
mente 3 Н' (o 3 Na”) para la formación de АТР por una 
ATPasa asociada a membrana, para ser teóricamente capaz 
de sustentar el crecimiento una reacción debe proporcionar 
“al menos la energía necesaria para bombear un solo ion Н” 
Ма" al exterior de la membrana celular. 


/ 17.20 Revisión de conceptos 


Se conoce una amplia variedad de fermentaciones y en muchos 

asos el producto de la ferment 

Jermentado por un segundo organismo. Algunas fermentacio- 

es emplean gradientes iónicos (H` о Na?) como base para su 

energia 

2. ¿Quéticne de peculiar la fermentación del succinato y del 
oxalato? 


Û Un producto común de las termentaciones indicadas еп las 
Tablas 177 y 17. es un ácido graso, como por ejemplo el 
acetato ¿Por que es importante desde el punto de vista ener- 


ático? 


microbiología son numerosos los ejemplos de sintrofia, 
situación en la que dos organismos diferentes pueden 
radar juntos algunas sustancias —y conservar la ener- 
ga al hacerlo— que por separado no realizarían nunca. Ve- 
оз en la Sección 19.10 la importancia extrema de la 
irofia en el catabolismo anaeróbico que lleva а la pro- 
En esta sección, trataremos la microbiolo- 

y los aspectos energéticos de la sintrofia. 


le hidrógeno en las reacciones 
саз 

fila mayoría de los casos, en la reacción sintrófica inter- 
el hidrógeno gaseoso (Ha), que es producido por un 
embro de la relación sintrófica y consumido por el otro. 
br este motivo, la sintrofia es conocida también como 
iferencia interespecífica de H. El organismo que consu- 
el H, puede ser cualquiera de entre algunos que ya 
considerado, desnitrificantes, bacterias sulfato re- 
toras, homoacetógenos y metanógenos. Tomemos el 
оде sintrofia en la fermentación de etanol y acetato y la 


ШАН. го — оноос: 
= == 


Metanogénesis. 

و 
a‏ 

Reacción sinótica acoplada 


A a 


Fermentación de etanol а metano y acetato por ia 
asociación sinvóica de una bacteria oxidadora de etanol y una bactera 
asociada consumidora de Н, өп este caso, un metanógeno, Nótese 
que aunque ia oxidación de etanol a acetato más Н, es deslavorable 
en términos energéticos, la reacción se hace favorable cuando se aco- 
pia al consumo de H, por metanógenos. De este modo, los бв orga 
nismos comparten з energia Меада en la reacción acoplada 


#89» - 130,7 kilreacción 


posterior producción de metano (Figura 17.53). Como he- 
mos visto, la fermentación de etanol lleva a cabo una reac- 
ción que tiene un cambio de energía libre estándar desfa- 
vorable (es decir, positiva). Sin embargo, el Н; producido 
por el fermentador de etanol es un valioso donador de elec- 
trones para un metanógeno (Figura 17.53). Cuando se su- 
man las dos reacciones, la reacción global es exergónica (Fi 
gura 17.53) y permite el crecimiento de ambos miembros 
de la mezcla sintrófica. Otro buen ejemplo de la sintrofia es 
la oxidación del butirato a acetato más H por el sintrofo 
oxidador de ácidos grasos Syntrophomonas (Figura 17.54): 


+2 H,0—=2 acetato +H’ + 2H, 
AG" = +48,2 K] 


El cambio de energía libre de esta reacción es muy desfa- 
vorable, y en cultivos axénicos Syntrophomonas no crece en 
butirato. Pero si el Н. que se produce en la reacción es con- 
sumido inmediatamente por un organismo asociado (por 
ejemplo, un metanógeno), Syntrophomonas crece exuberan: 
temente en cocultivo con el consumidor de Н. Cabe pre- 
guntarse cómo pueden mantener el crecimiento de un 
Organismo las reacciones químicas cuyos cambios de ener- 
gía libre son positivos. 


Butirato 


Energética de la sintrofia 

Si el crecimiento de los organismos sintróficos se produce 
sólo cuando un organismo asociado elimina el Ha, la eli- 
minación por sí misma tiene forzosamente que afectar a la 
energética de la reacción. ¿Cómo sucede esto? Una breve 
revisión de los principios de energía libre que aparecen en 
el Apéndice 1 indica que la concentración real de reactantes 
y productos en una reacción determinada puede cambiar 
radicalmente la energética. Esto es así porque АС? ве cal- 
сша sobre la base de condiciones estándar concentración 
1 molar de productos y reactantes— mientras que el tér- 
mino relacionado AG se calcula basándose еп las concen- 
traciones reales de productos y reactantes presentes. En 
hábitat anóxicos, los productos de la oxidación de los áci- 
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„ат 
(a) Cultivo sintrófico 


dos grasos, especialmente el Hz (porque se trata de un po- 
tente donador de electrones para las respiraciones anaeró- 
bicas), se consumen inmediatamente, y esto mantiene las 
concentraciones de H, extremadamente bajas, por lo gene- 
ral inferiores a 10 *atm (véase Tabla 19.4). De esta forma, si 
la concentración de Н; es muy baja y se emplea AG para el 


cálculo de la energía de la reacción (véase Apéndice 1 para 


el cálculo AG), el cambio de energía libre asociado a la oxi- 
dación de etanol о ácidos grasos a acetato más Н, resulta 
exergónico, lo que indica que hay liberación de energía. Por 
ejemplo, si la concentración de H se mantiene extremada- 
mente baja por las actividades del organismo asociado que 
consume Нз, la oxidación de butirato por Syntrophomonas 
produce alrededor de —18 К}. سے‎ 

En el mecanismo de producción de ATP por sintrofos 
interviene tanto la fosforilación a nivel de sustrato como la 
oxidativa, dependiendo del sistema de crecimiento de los 
organismos. La fosforilación a nivel de sustrato puede tener 
lugar durante la conversión de acetil-CoA (generada por la 
Boxidación del etanol o del ácido graso) a acetato (Figura 
17.544) y puede que sea el único modo en el que se produ- 
се ATP en condiciones sintróficas. Sin embargo, Syntropho- 
monas puede llevar a cabo una respiración anaeróbica 
porque puede crecer en cultivo axénico con determinados 
ácidos grasos insaturados. El crotonato, por ejemplo, per- 
mite el crecimiento de Syntrophomonas, siendo algunas mo- 
léculas de crotonato oxidadas a acetato y otras reducidas a 
butirato (Figura 17.54b). Es posible que la reducción del cro- 
tonato por Syntrophomonas esté acoplada a la formación de 
una fuerza protón motriz y a la síntesis de АТР, como en 
otros tipos de respiración anaeróbica que emplean acepto- 


IEEE] Erotica зы crecimiento de Synirophomonas wal. 
fel en culbvos sntróficos (a) y en culios axénicos (b). En los cultivos: 
tróficos, el crecimiento depende de la presencia de un organismo 
consuma Нь tal como un metanógeno. Probablemente, la producción: 
H; implica un fujo inverso de electrones impulsado por una fuerza pro- 
ón motriz, dado que el E,’ de FAD/FADH, o NAD'/NADH es más 
roposiivo que el de 2 H"/+ (véase Figura 5.9). En cultivos axénicos, 
producción de energía está igada a la reducción de crotonato a butirato. 


û) Cultivo axénico 


res orgánicos de electrones; por ejemplo, la reducción de 
fumarato a succinato (véase Sección 17.18). 
Independientemente de la forma en que se obtiene ATP 
en situación de sintrofia, hay anomalías energéticas а 
cionales para Syntrophomonas en este modo de creci 
ya que está obligado a producir Н, a partir de donado 
de electrones más electropositivos, tales como FADH; у 
NADH, (Figura 17.544). Esto indica que parte del ATP, 
ducido podría ser necesario para di 
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lo consume, El consumo de H; afecta a la energética de la reac- 

ción que lleva a cabo el productor de H,, permitiéndole una pro- 

ducción de ATP que de otro modo no sería posible. 

Y Proporciónese un ejemplo de sintrofía. ¿Por qué se dice que 
en este ejemplo ambos organismos salen beneficiados? 

Y Indíquese cómo se fabrica ATP durante la degradación sin- 
trófica de etanol que muestra la Figura 17.53. 

Ў ¡Puede crecer en cultivo axénico un organismo sintrófico. 
oxidador de ácidos grasos? Póngase un ejemplo descri- 
biendo la forma en la que el organismo fabrica ATP en es- 
tas condiciones, 


IV OXIDACIÓN DE HIDROCARBUROS 
Y PAPEL DEL 0, EN EL 
CATABOLISMO DE LOS 
COMPUESTOS ORGÁNICOS 


Los hidrocarburos son abundantes en la Tierra y consti- 
tuyen un sustrato excelente para diversos quimioorgano- 
Атоов. Su degradación aeróbica, sin embargo, presenta es- 
peciales problemas bioquímicos que se tratarán en este 
до. También consideraremos brevemente la degrada- 
aeróbica de sustancias como polisacáridos, grasas, y 
algunas otras, como ejemplos de la diversidad metabólica 
de los microorganismos. 


El oxígeno molecular (O,) 
como reactante en procesos 
bioquimicos 


la Sección 5.11 hemos tratado la función del O, como 
plor de electrones en reacciones que generan energía. 

éste es su papel más importante en el metabolismo 

tyla actividad del O, como reactante directo en algu- 
¡procesos anabólicos y catabólicos reviste interés e im- 


Oxigeneasas son enzimas que catalizar la incorpora- 
de oxígeno a partir del O, en compuestos orgánicos. 
¡dos clases de oxigenasas: dioxigenasas, que catalizan la 
¡ción en la molécula de ambos átomos del O,, y mo- 

s, que catalizan la transferencia a un compues- 

ico de sólo uno de los dos átomos del O, como un 


loa agua, Н.О. Como las monooxigenasas catalizan 
jûn de grupos hidroxilo (OH) en los compuestos 
„а veces reciben el nombre de hidroxilasas. En la 
parte de las monooxigenasas el donador de electro- 
ев NADH o NADPH, aunque el acoplamiento directo 
О, se hace mediante una flavina que es reducida por el 
dor NADH o NADPH. En el caso de la amoníaco mo- 

previamente discutido (véase Sección 17.12), el 

lectrones es el citocromo c. 

În los organismos vivos, diversos tipos de reacciones 
етеп O, como reactante. Uno de los mejores ejemplos 


es la participación del O, en la biosíntesis de esterol. La for- 
mación del sistema de anillos fusionados del estero! (véase 
Figura 4.18) necesita oxígeno molecular. Ciertamente, tal 
reacción no tiene lugar en condiciones anóxicas, de modo 
que los organismos que crecen anacróbicamente deben 
prescindir de esta reacción u obtener la sustancia necesa- 
ria (esterol) preformada del ambiente. El requerimiento de 
O, como reactante en la biosíntesis tiene un notable si 
ficado evolutivo, ya que el O; molecular estaba ausente de 
la atmósfera terrestre en las primeras etapas de la vida, y 
apareció solamente con las cianobacterias, primeros ог- 
ganismos fototrofos capaces de producir O, (néase Capi- 
tulo 11). El papel del O, en la utilización de los hidrocar- 
buros se discute a continuación. 


/__ 17.22 Revisión de conceptos 


Además de su papel como aceptor de electrones, el oxigeno (Оз) 

ез también un reactante en algunos procesos bioquímicos, Las 

enzimas denominadas oxigenasas introducen O, en un com 

puesto bioquímico, 

44 En cuanto a la función, ¿cuál es la diferencia entre las mo- 
nooxigenasas y las dioxigenasas? 


KEE] oxidación de hidrocarburos 


Los hidrocarburos son compuestos orgánicos que sólo con- 

tienen carbono hidrógeno y resultan muy insolubles en 
agua. Los de bajo peso molecular son gases, mientras que 
los de peso molecular más alto son líquidos o sólidos a tem- 
peratura ambiente. Algunos hidrocarburos son compuestos 
alífíticos, en los que los átomos de carbono están unidos en 
cadenas abiertas. Hay una enorme variación entre los hi- 
drocarburos alifáticos en lo que respecta a longitud de ca- 
епа, grado de ramificación y número de dobles enlaces. 
Otro grupo importante de hidrocarburos contiene el anillo 
aromático y pueden ser considerados como derivados del 
benceno. Aunque algunas bacterias anaerobias degradan 
hidrocarburos (véase Sección 19.18), en esta sección nos cen- 
traremos en su degradación aeróbica. 


Hidrocarburos alifáticos 

Diversas bacterias, e incluso mohos y levaduras, pueden 
utilizar hidrocarburos para su crecimiento en condiciones 
aeróbicas. El paso inicial en la oxidación de hidrocarburos 
alifáticos saturados tiene como reactante el oxígeno mole- 
cular (O), uno de cuyos átomos se incorpora en el hidro- 
carburo oxidado. Esta reacción la lleva a cabo una monoo- 
xigenasa (véase Sección 17.22), y la secuencia típica de 
reacciones se muestra en la Figura 17.55. El producto final 
ев acetil-CoA. Sin embargo, no en todos los casos la oxida- 
ción inicial se produce en el carbono terminal, A veces pue- 
de producirse en el segundo carbono y entonces las reac- 
ciones posteriores son muy diferentes, Los hidrocarburos 
alifáticos insaturados que contienen un doble enlace termi- 
nal no son refractarios a la descomposición anóxica y pue- 
den ser oxidados por algunas bacterias sulfato reductoras 
y otras bacterias anaeróbicas. 
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[Oxidación 
ıa acelil-CoA (увазе Figura 17.68) 


Pasos on la oxidación de un hidrocarburo alíático, ei 
primero do los cuales está catalizado por una monooxigenasa. 


Hidrocarburos aromáticos 
Muchos hidrocarburos aromáticos son utilizados de forma 
aeróbica como donadores de electrones por microorganis- 
mos, de entre los cuales las Bacterias del género Pseudomo- 
nas son las más estudiadas. El metabolismo de estos com- 
puestos, algunos de los cuales son moléculas grandes, suele 
iniciarse con la formación, o bien de protocatecuato o catecol, 
о bien de un compuesto relacionado estructuralmente, 
como se indica en la Figura 17.564. == 

Estos compuestos de un solo anillo se conocen como 
sustratos de partida, porque el catabolismo oxidativo sólo 
continúa después de que las moléculas aromáticas com- 
plejas se han convertido a estas formas más simples. El pro- 
locatecuato y el catecol pueden ser degradados después а 
compuestos que entran en el ciclo del ácido cítrico: succi- 
nato, acetil-CoA y piruvato (Figura 5.22). Varios pasos en el 
catabolismo de los hidrocarburos aromáticos suelen re- 
querir oxigenasas. Las Figuras 17.56, с y d muestran tres 
reacciones diferentes catalizadas por oxigenasas, una que 
usa una monooxigenasa y dos que usan dioxigenasas. 


Degradación anaeróbica de compuestos 
aromáticos 

Los compuestos aromáticos también se pueden degradar 
anaeróbicamente por la acción de bacterias aeróbicas si el 
compuesto ya dispone de un átomo de oxígeno, como en el 


caso del fenol. Estos compuestos fenólicos son degradados 
por algunas bacterias desnitrificantes, fototróficas, reduc- 
toras de hierro y sulfato reductoras, Desde el punto de vise 
ta bioquímico, el catabolismo anaeróbico de los compuestos 
aromáticos procede por escisión reduction más que oxidati- 
va del anillo (Figura 17.57). Hay, por tanto, una reducción 
del anillo seguida de su rotura, dando un ácido graso o ácido 
dicarboxílico de cadena recta. Estos intermediarios pueden 
convertirse en acetil-CoA y utilizarse con fines biosintéticos 
о de producción de energía, El benzoato y sus derivados 
son productos naturales comunes que se degradan fácil- 
mente de forma anaeróbica, 

Se han obtenido también resultados experimentales que: 
corroboran la degradación anaeróbica del benceno y del to- 
ueno, compuestos aromáticos que carecen de un átomo de. 
oxigeno (vénse Figura 17.56 para las estructuras). El cata- 
bolismo del benceno es llevado a cabo por algunas bacterias 
desnitrificantes y reductoras del hierro férrico, En términos. 
bioquímicos, el tolueno se convierte en el derivado del ben- 
голі benzoil-CoA, que supuestamente puede саіаБоћ гар, 
se luego por reducción del anillo, como se muestra en la 
Figura 17.57. 
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Muchos microorganismos degradan hidrocarburos alifáticos y 
aromáticos. El catabolismo aeróbico requiere la acción de coen- 
zimas oxigenasas. La degradación anaeróbica de hidrocarburo 
aromáticos se produce por vías reductoras en vez de oxidativas 


Y Dibújese la estructura química del benceno y del benzoato; 
¿Son compuestos alifáticos o aromáticos? 


4 ¿Cuál es la diferencia fundamental cuando se compara la 
degradación anaeróbica de un compuesto aromático y su mes 
tabolismo aeróbico? Dese un ejemplo. 


[ШЕ Metanotrotia y metitotrori 


En la Sección 12.6 se ha considerado la situación exclusiva, 
en relación con el metabolismo del carbono, de los meta- 
notrofos y los metilotrofos. Estos organismos, aunque no 
son autotrofos, usan compuestos C, para el metabolismo 
energético y la biosíntesis, Ahora nos centraremos en estos 
dos procesos de metanotrofia, que es la utilización de me 
tano (CH, el más sencillo de todos los hidrocarburos) como 
donador de electrones y fuente de carbono, a título de ejem- 
plo fundamental. 


Bioquímica de la oxidación de metano 
Los pasos individuales en la oxidación de metano a CO, se 
pueden resumir como sigue: 


CH, (CHOH — CHO = НСОО — CO, 


Es interesante advertir que los metanotrofos asimilan todo 
оа mitad de su carbono (dependiendo del organismo) en 
el nivel de formaldehído (aparece señalado en negrita en 
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a. 


¡la reacción anterior), y podemos ver que esto produce un 

mayor ahorro de energía si se compara con los organismos 

'aulotrofos, en los que el carbono se asimila a partir del CO,, 

está más oxidado. Perorahora, nos vamos a centrar en 
¡conservación de la energía. 

En la fase inicial de la oxidación de metano interviene la 

а metano monooxigenasa, Como se ha indicado en la 

1722, las enzimas oxigenasas catalizan la incorpo- 

Че oxígeno a partir del O, en compuestesde carbono 

algunos compuestos de nitrógeno), y parece que partici- 

¡considerablemente en el metabolismo de los hidrocar- 

: Las monooxigenasas incorporan un átomo del О; en 

sustrato, mientras que el segundo átomo se reduce a Н.О. 


Benzoll CoA 


POP IBA 


| Figura 17.56 Foncions de ias 
охдепазаз en el catabolismo de com- 
puestos aromáticos. (a) Protocatecua- 
to y catecol, dos productos comunes 
де oxidación de compuestos aromáti- 
сов. (0) Hidroxlación del benceno a ca- 
tecol por una moncoxigenasa, donde 
© NADH es el donador de electrones. 
(€) Rotura del catecol a cis, cis-muco- 
nato por una dioxigenasa. Los átomos 
де oxigeno resccionantes se destacan 
еп color en ambas reacciones рага 
mostrar ios dilerentos mecanismos (d) 
Actividad de la tolueno dioxigenasa y 
la meti catecol 2,3-dioxigenasa өп la 
degradación del tolueno, Los átomos 
де oxigeno que introduce cada enzima 
зе distinguen con colores diferentes, 


En el metanotrofo Methylosinus, en el que se ha estudiado el 
proceso en profundidad, los electrones necesarios para la 
oxidación de CH, a CH¿OH proceden del citocromo с (Fi- 
gura 17.58). La exigencia de poder reductor en la primera 
fase excluye la síntesis de ATP durante la oxidación de me- 
tano a metanol, lo que es congruente con la productividad 
del crecimiento (gramos de células producidas por mol de 
sustrato consumido) de los metanotrofos, que son los mis- 
mos tanto si se usa metano о metanol como sustrato, Las 
otras fases de la oxidación de CH¿OH a CO, suministran 
electrones a la cadena de transporte de electrones y, de éstos, 
del transporte de electrones resultante y de la fuerza protón 
motriz generada, se produce ATP (Figura 17.58). 


о o 
с-ш А 
спон 
=> D3 Acetato 
p-Oxidación * Oz 
Pimelil-CoA 


Degradación anóxica de benzoato por rotura reductora del anillo. Obsérvese que todos Jos intermediarios de la Ма están un 
ja la coenzima A. El acetato producido es catabolzado después en el ciclo del ácido citrico («ase Sección 5.13). 
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ЕТ oración de metano por bacteñas metanovolas. El 
metano (CH, se convierte en metanol (CH,OH) por la acción de la en- 
zima metano monooxigenasa. Los electrones necesarios para oste pri- 
mør paso proceden del citocromo e y no se conserva ninguna energía 
өп esta reacción. A partir de un flujo de electrones, se establece una 
erza protón motriz өп la membrana, y êsta impulsa la ATPasa. El car- 
bono para la biosíntesis procede principalmente del formaldenido 
(CHO). ММО, Metano monooxigenasa; cyt, citocromo y Q, quinona. 
Aunque no indicada como tal, MMO es realmente una enzima asocia- 
ба a membrana. 


Asimilación de С, en el material celular 

Como se indicó en la Ѕессібо 12.6, se conocen dos clases de 
metanotrofos, el Tipo Гу el Tipo П. Los miembros de cada cla- 
зе comparten una serie de propiedades y cada uno mues- 
tra un mecanismo distinto de asimilación de Су; éstos son 
la vía de la ribulosa monofosfato (Tipo I) y la vía de la se- 
rina (Tipo TI). = 

La vía de la serina se muestra en la Figura 17.59, En esta 
vía metabólica, se sintetiza una unidad de dos átomos de 
carbono, el acetil-CoA, a partir de una molécula de for- 
maldehído (producido por la oxidación de CH, vénse Fi- 
gura 17.58) y una molécula de CO,. La vía requiere poder 
reductor y energía en forma de dos moléculas de NADH y 
dos de ATP por cada acetil-CoA sintetizado. La vía de la 
serina emplea algunas enzimas del ciclo del ácido cítrico y 
por lo menos una enzima, la serina transhidroximetilasa, ex- 
clusiva de esta vía (Figura 17.59). 

La vía de la ribulosa monofosfato, presente en los me- 
tanotrofos del Tipo I, se muestra en la Figura 17.60. Es más 
eficiente que la vía de la serina debido a que todos los áto- 
mos de carbono para la formación de material celular pro- 
vienen del formaldehído. Dado que éste se encuentra en el 
mismo nivel oxidativo que el material celular, no se nece- 
sita poder reductor. La vía de la ribulosa monofosfato re- 


quiere la introducción de energía en forma de una molécu- 
la de ATP por cada molécula de gliceraldehído 3-fosfato 
sintetizada (Figura 17.60). En consonancia con el menor re- 
querimiento energético de la vía de la ribulosa monofosfa- 
to, el rendimiento celular (gramos de célula producidos por 
mol de CH, oxidado) de los metanotrofos del Tipo 1 ев más 
elevado que en el caso del Tipo П. 

La enzima hexulosafosfato sintasa, que condensa una mo- 
lécula de formaldehído con una de ríbulosa 5-fosfato, y la 
hexulosa 6-Р isomerasa (Figura 17.60) son exclusivas de esta 
vía, mientras que las enzimas restantes del ciclo partici 
рап en la reordenación de los azúcares en muchos orga- 
nismos diferentes. Hay que destacar que el sustrato para 
la reacción inicial de esta vía, la ribulosa 5-P es casi idén- 
tica que el aceptor C, del ciclo de Calvin (ribulosa 1,5-bis- 
fosfato), lo cual indica que estos dos ciclos comparten 
raíces evolutivas. 


/_17.24 Revisión de conceptos 


La metanotrofía es el uso de CH, como fuente de energía y car- 
bono. La enzima metano monooxigenasa es clave en el catabolis- 
mo del metano. En los metanotrofos, las unidades С, son. 


Ма de la serina para la asimilación de unidades. 
еп material celular por bacterias metilotrofas Tipo Il. Е! producto de 
via metabólica, el aceti-CoA. se utiliza como punto de partida para fa- 
bricar nuevo material celular. La enzima clave de la Ма es а. 
transhidroximetiiasa. 
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asimiladas en el material celular en el nivel de formaldehído, 
ya sea por la vía de la ribulosa monofosfato o de la serina. 


0.7 ¿Cuáles son los requerimientos de energía y poder reductor 
en la vía de la ribulosa monofosfato? ¿Y en la vía de la seri- 


Снн 
па? ¿Por qué son diferentes? ы 
¿Por qué la oxidación de CH, а CH;OH requiere poder re- сңон 
ductor? Фо 
¿Cuál de las dos vías, la del ciclo de Calvin o la de la ribu- н-©-он 
losa monofosfato, requiere un suministro mayor de ener- н-©-он 
gla? ¿Porqué? ууя 
РРР] utilización de hexosas, pentosas тш жш 
! isacáridos 
2 Fructosg-6-H + Fructosa 15 bisostato 
та completar el estudio del metabolismo de los qui- 
mioorganotrofos, consideraremos ciertos aspectos del ca- y жш 
bolismo de compuestos orgánicos, especialmente el uso 5 pi 
sustancias poliméricas que deben ser hidrolizadas a sus түт чес с 
dades monoméricas antes de que puedan ponerse en н-©-он 
los mecanismos de generación de energía. Empe- a н-ф-он 
remos con la degradación microbiana de polisacáridos. боро; 
Ala biosintosis 


¡ción de hexosas y polisacáridos 

úcares con seis átomos de carbono, llamados hero- 

son los donadores de electrones más importantes para 

chos quimioorganotrofos; también son componentes es- 

turales importantes de las paredes celulares, cápsulas, 

mucosas y compuestos de reserva de los microorga- 

Las fuentes más comunes de hexosas en la natura- 

que se indican en la Tabla 17.9, son polisacáridos y 

mos disacáridos, La celulosa y el almidón son los dos po- 
iridos naturales de mayor importancia. 


Ма de la rtulosa monolostato para la asimilación de 
compuestos de un carbono, tal como осте en las bacterias motlotrotas 
де Tipo l. El nombre completo del azúcar hexulosa es t-ertro-:-glicoro-3- 
hexadosa 6-fostato. Son necesarios tres formalcehidos para completar el 
lo, con un resultado neto de una molécula de glvoraldahido 3-Р La en- 
эта clave de esta Ма es vs la hexulosa P-sintasa. 


TABLA 17.9 


Uuno de estos azucares puede ser degradado por microorganismos. 


Polímero de glucosa (A14) =” Plantas (hojas, tallos) Celulasas (1-4ucanasas) 
Polímero de glucosa (a14) Plantas (hojas, semillas) Amilasa 
Polímero de glucosa (a-14- y 0-15) Animales (músculo) Arilasa, fosforilasa 
Polímero de glucosa (8-13) Algas marinas (Feofitas) A-1 3Glucanasa Jaminarinasa) 
Polímero de glucosa (8-1) Algas (Euglenafitas B-13Glucanasa 
y Xantofîtas) 
Polimero de galactosa Algas marinas (Rodoftas) Арма 
у ácido galacturónico 
Polímero de Hongos (paredes celulares) Quitinasa 
N-acetilglucosamina (4-1,4) Insectos (exoesqueletos) 
Polimero de ácido galacturónico. Plantas (hojas, semillas) Pectinasa (poligalacturonasa) 
(de la galactosa) 
Polimero de glucosa Capsulas o capas mucosas bacterianas Dextranasa 
Heteropolímero de xilosa у otros azúcares Plantas Xilanasas 
(6:14-y grupos laterales a-1.2 01.3) 
Disacárido glucosa-fructosa Plantas (frutos, hortalizas) Invertasa 
Disacárido glucosa-galactosa Leche P-Galactosidasa 
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Micro сисе тагата mostrando 
cesión de Sporooyiophaga myroccocolóns una beca que de 
айа celosa, a las fas de өйө polisacáido. Las ойыра Soren 
¿nos 08 pm de diámetro 


Aunque tanto el almidón como la celulosa se componen 
de unidades de glucosa, su estructura es diferente (Tabla 
17.9, véase también Figura 3.6) y esto afecta profundamen 
te a sus propiedades. La celulosa es mucho más insoluble 
que el almidón y, por lo ge jere más lentamen: 
te, La celulosa forma largas fibrillas y los organ 
paces de digerirla aparecen con frecuencia estrechamente 
sociados а ellas (Figura 17.61). Muchos hongos pueden 
digerir celulosa y son los principales responsables de la 
nateriaJes vegetales en el suelo de los 
Entre las bacterias, sin embargo, son re 
mente pocos los grupos que digieren la celulosa, Entre 
están las bacte Sporocytophaga y Citophaga 
(Figuras 17.61 y 17.62; véase también Figura 12.90), los clos- 
Iridios y los actinomicetos son los más corrientes. La di- 
gestión anóxica de la celulosa la Hevar Еро algunas 
especies de Clostridium, que son frecuentes en los sedi 
mentos lacustres, en el tracto intestinal de animales y en 
los sistemas de digestión anaeróbica de aguas residuales. 
La digestión de la celulosa es también un proceso impor 
tante en el rumen de los rumiantes, donde las especies Fi 
brobacter y Ruminococcus degradan activamente la celulosa 
(vénse Sección 19.11). 

Muchos hongos y bacterias digieren el almidón en cul- 
tivos de laboratorio, como se ilustra en la Figura 17.63. Las 
enzimas que hidrolizan el almidón, llamadas а 
de considerable utilidad en industrias donde debe digerir- 
se almidón, tales como en la industria textil, en lavande- 
rías, y en las industrias papelera y alimentaria. Los hongos 
y las bacterias son las fuentes comerciales de estas enzimas 
(vénse Sección 30.9) 

Todos los polisacáridos extracelulares utilizados como 
sustratos se descomponen por hidrólisis en sus unidades 


descomposición de 


bosques. 


IEA ooo ө Сурада hutchinson on una piaca da 
раска. Las bros ciaras indican las zonas donde ha sido ренда il 
p 


monoméricas. En cambio, los polisacáridos formados dens 
tro de las células como productos de reserva no se rompen 
por hidrólisis sino por fosforólisis, Este proceso, que com- 
prende la adición de fosfato inorgánico y forma hexosa fas- 
fato en vez de hexosa libre, puede resumirse de la forma 
siguiente para la degradación del almidón, que es un polls 
mero a-14 glucosa: 


уно), + P, 


> ( 


‚ + glucosa 1-fosfato) 


Como la glucosa 1-fosfato se puede convertir fácilmene 
te en glucosa 6-fosfato, un intermediario clave en la бобе 


п de Вост зими. Tras а incubación, la placa se cubrió con una 
solen yodada de Lugo Donde hay dls dl тийп desaparece 
«color violeta caracteristico del complejo yodo-almión. La har 
del тиз alcanza сепа distancia de las colonias bacterianas deb 
do la producción de атйаза ertracekiar que citunde en el medio 
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lisis (véase Figura 5.14), sin que necesite ATP рага esta con- 
versión, la fostorólisis representa un ahorro neto para la cé- 
1а. 


Disacáridos 
Muchos microorganismos pueden usar disacáridos para cre- 
ег (Tabla 17.9). La utilización microbiana de lactosa es de 
considerable importancia económica, ya que los microor- 
ganismos que acidifican la leche producen ácido láctico а 
partir de la lactosa. La sacarosa, el disacárido más común 
de las plantas superiores, se hidroliza primero a sus mo- 
'nosacáridos componentes (glucosa y fructosa) por la enzi- 
та inverlasa, y éstos se metabolizan entonces por las vías 
"normales. La celobíosa, una [+1 4-diglucosa y producto ma- 
yoritario de la digestión de la celulosa, también la utilizan 
muchas bacterias que no pueden degradar el polímero de 
celulosa como tal. 

El dextrano, un polisacárido microbiano, lo sintetizan al- 
unas bacterias mediante la enzima dextransacarosa, utili- 
“zando sacarosa como material inicial: 


п sacarosa — (glucosa), + n fructosa 


Leuonostoc mesenteroides y algunas otras bacterias forman 
extrano de esta forma, y el polímero se acumula alrededor 
de las células como una cápsula о limo grueso (Figura 
17.64). Como la formación de dextrano requiere sacarosa, 
este polímero no se forma cuando la bacteria se cultiva en 
tun medio con glucosa о fructosa. En la naturaleza, cuando 
Mueren las células que contienen dextrano u otro material 
Capsular, estos materiales vuelven a quedar disponibles 
Рага ser atacados por microorganismos fermentadores u 
iros quimioorganotrofos. 
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¡os polisacáridos son abundantes en la naturaleza y general- 
mente se degradan por fosforól e hexosa o 
[pentosa que se emplean como fuente de energia. El almidón y 
la celulosa son polisacáridos muy comunes. 


Y ¿Quées a fosfordlisis? 


в en monómeros 


/ ¿Qué disacáridos son frecuentes en la naturalera? 


“Colonia mucosa formada por la bacteria productora 
в dextrano Leuconostoc mesenteroides, creciendo en un medio que 
tortiene sacarosa. Cuando el mismo microorganismo crece en glucosa, 
las colonias son pequeñas y no mucosas, porque la sintesis de dextra- 
ú'norequiere sacarosa (véase Sección 21.3 para más discusión) 


[17.20 erre 


Los microorganismos pueden usar diversos ácidos orgáni- 
сов como fuentes de carbono y donadores de electrones. 
Los ácidos del ciclo del ácido citrico, como el citrato, mala- 
to, fumarato y succinato son productos naturales frecuentes 
formados por las plantas y también productos de las fer- 
mentaciones microbianas. Como el ciclo del ácido cítrico 
tiene importantes funciones biosíntéticas (véase Sección 5.15), 
asi como energéticas (véase Sección 5.13), el ciclo completo, 
о su mayor parte, está presente casi universalmente en los 
microorganismos. Por tanto, no sorprende que muchos mi- 
eroorganismos usen estos ácidos como donadores de elec- 
trones y fuentes de carbono: La utilización aeróbica de 
ácidos de cuatro, cinco y seis carbonos se puede realizar 
mediante enzimas del ciclo del ácido cítrico, con formación 
de ATP por fosforilación oxidativa. 

'ormalmente, en la utilización anaeróbica de ácidos or- 
gánicos hay una conversión а piruvato seguida de forma- 
ción de acetato vía acetil fosfato, con la consiguiente 
producción de ATP por forsforilación a nivel de sustrato 
(Sección 17.19). 


Ciclo del glioxilato 

El empleo de ácidos con dos o tres carbonos como fuentes 
de carbono no se puede realizar sólo mediante el ciclo del 
ácido cítrico. Este ciclo solamente puede continuar funcio- 
nando si la molécula aceptora, el ácido de cuatro carbonos 
oxalacetato, se regenera en cada vuelta del ciclo; cualquier 
pérdida de compuestos carbonados para reacciones bio- 
sintéticas impediría completar el ciclo. Cuando se emplea 
acetato, el oxalacetato necesario para continuar el ciclo se 
obtiene a través del ciclo del glioxilato (Figura 17,65), lla- 
mado así porque el glioxilato es un intermediario clave. 
Este ciclo se compone de la mayor parte de las reacciones 
del ciclo del ácido cítrico más dos enzimas adicionales; la 
isociatrato liasa, que separa el isocitrato en succinato y glio- 
xilato, y la malato sintasa, que convierte el glioxilato y ace- 
til-CoA en malato (véase Figura 17.65) 

La biosíntesis mediante el ciclo del glioxilato se produ: 
ce de la siguiente forma. La separación del isocitrato en suc 
cinato y glioxilato permite que la molécula de succinato (u 
ойто intermediario derivado del ciclo del ácido cítrico) se 
pueda utilizar con fines biosintéticos porque el glíoxilato 
se combina con acetil-CoA para formar malato. El malato se 
puede convertir en oxalacetato para mantener la naturale- 
za cíclica del ciclo del ácido cítrico a pesar de que se haya 
extraído de él un intermediario C, (succinato). La molécu- 
la de succinato se puede usar directamente en la producción 
de porfirinas, ser oxidada a oxalacetato y servir como es- 
queleto carbonado para aminoácidos C, o convertirse (vía 
oxalacetato y fosfoenolpiruvato) en glucosa. 


Utilización de piruvato y de С, 
Los compuestos con tres carbonos, como el piruvato o com- 
puestos convertibles en piruvato (por ejemplo, lactato о car- 
bohidratos), tampoco se pueden usar como fuente de ener- 
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но 


вс 


coda хао жо 


oxalacetato a partir de acetato. Dos enzimas exclusivas, la isocitrato 
Паза y la malato sintasa, operan en la mayoría de las reacciones del 
Ciclo del ácido citrico. Además de crecer con piruvato, el cicio del gio- 
xlato también puede darse durante al crecimiento con acetato. Todos 
los compuestos que contienen idéntico número de carbonos se mues- 
tran өп el mismo color. 


gía a través del ciclo del ácido cítrico solamente. El oxala- 
cetato necesario para mantener funcionando ciclo, cuan 
do alguno de los intermediarios se utiliza para biosíntesi 
se forma a partir de piruvato o fosfoenolpiruvato por la adi- 
ción de un átomo de carbono procedente del СО. En al- 
gunos microorganismos esta reacción está catalizada por 
la enzima piruvato carboxilasa: 


Piruvato + АТР + CO, — oxalacetato + ADP + Р, 


mientras que en otros está catalizada por la fosfoenolpiruva- 
to carboxilasa 


Fosfoenolpiruvato + CO; — oxalacetato + Р, 


Estas reacciones reponen el oxalacetato perdido cuan- 
do se extraen intermediarios del ácido cítrico para su uso 
en la biosíntesis, y así el ciclo puede continuar funcio- 
nando, 


/_ 17.28 Revisión de conceptos 


Los ácidos orgánicos se metabolizan frecuentemente mediante 
el ciclo del ácido cítrico o por el ciclo del glioxilato. La isocitra- 
to liasa y la malato sintasa son las enzimas clave del ciclo del 
oxilato, 


¿Por qué es necesario el ciclo del glioxilato para crecer en 
acetato pero no en succinato? 


[17.27 9 lípidos como nutrientes 
microbianos 


Los lípidos abundan en la naturaleza. Las membranas ci- 
toplasmáticas de todas las células contienen lípidos, y mu- 
chos microorganismos, así como organismos superiores, 
producen materiales lipídicos de reserva, Estas sustancias 
son todas biodegradables y constituyen excelentes sustra- 
tos para el metabolismo microbiano productor de energía, 


Hidrólisis de triglicéridos y fosfolípidos 

Las grasas o triglicéridos son ésteres de glicerol y ácidos 
grasos (véase Sección 34). Los microorganismos utilizan los 
triglicéridos después de la hidrólisis del enlace éster que 
llevan a cabo las enzimas extracelulares llamadas lipasas 


Acción de la fosfolipasa: los ácidos 
—, grasos liberados precipitan 
la yema de huevo. 


Adición de inhibidor: no hay actividad fosfolipasa, 
рог tanto, no hay precipitación de la yema de huevo. 


Acción de la fosfolipasa alrededor de una estra de 
Clostridium perfringens creciendo en medio sólido que contiene yema 
бе huevo. En la mitad de la placa, se añadió un inhibidor de а їовіой- 
pasa, que impide que actue la enzima. 
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в 


[1] 


(а) Acción de la Права sobre un wigîcêido. (Б) Acción 
dela fosfolipasa sobre un fosfolipido. Se indican los lugares de acción 
de las cuatro fostolipasas A, B, C y D. X designa un número de molé- 
culas orgánicas pequeñas que se pueden encontrar en esta posición 
өл diferentes fosfolípidos, Compárese este diagrama con la estructu- 
та más completa de un fosfolipido de la Figura 3.7. 


(Figura 17.66). El resultado final es la formación de glicerol 
y ácidos grasos libres (Figuras 17.66 y 17.67). Las lipasas по 
son muy específicas y atacan triglicéridos con ácidos grasos 
de longitud de cadena variable, Los fosfolípidos se hidro- 
lizan por enzimas específicas llamadas fosfolipasas, a las que 
se asigna una letra según el enlace éster que rompen (Fi- 
gura 17.67). Las fosfolipasas A у В liberan ácidos grasos y 
se parecen, por tanto, a las lipasas descritas antes, pero las 
fosfolipasas С y D rompen enlaces éster del fosfato y, en 
consecuencia, son un tipo de enzima muy diferente. Él re- 
sultado de la acción de una lipasa es la liberación de áci- 
dos grasos y glicerol, y todafestas sustancias pueden ser 
atacadas tanto anaeróbica como aeróbicamente por dife- 
rentes microorganismos quimioorganotrofos. 


Oxidación de ácidos grasos 

Los ácidos grasos se oxidan por un proceso d8hominado 
oxidación, en el que se liberan a la vez dos carbonos del 
ácido graso (Figura 17.68). En los eucariotas, las enzimas 
responsables están en las mitocondrias, mientras que en los 
procariotas son citoplasmáticas. El ácido graso se activa pri- 
mero con coenzima A; la oxidación es producto de la libe- 
ración de acetil-CoA y de la formación de un ácido graso más 
¡orto en dos carbonos (Figura 17.68). El proceso de B-oxi- 
dación se repite y se libera otra molécula de acetil-CoA. Se 
producen dos reacciones de deshidrogenación indepen- 
dientes. En la primera, se transfieren electrones a flavín-ade- 
nina dinucleótido (FAD), mientras que en la segunda, se 
transfieren а NAD’. La mayor parte de los ácidos grasos 
tienen un número par de átomos de carbono, y la oxidación 
completa produce sólo acetil-CoA. El acetil-CoA formado 
зе oxida luego mediante el ciclo del ácido cítrico o se con- 
vierte en hexosas y otros constituyentes celulares mediante. 
el ciclo del glioxifato. Los ácidos grasos son buenos dona- 


rac- cna,- B- O 


Ácido graso de | n+ 4 carbonos 


АМР + PP, 


o 
ме-ен, сол + MIER с^ 
Acido graso acivado Асөн-сод 
пФ лои шо 

рага el sıguiente paso 


IES Mecanismo де -oxidacién де un ácido graso, que 
origina la formación sucesiva de fragmentos bicarbonados de acetil- 
Сод. 


dores de electrones. Por ejemplo, la oxidación anaeróbica 
del ácido palmítico, ácido graso de 16 carbonos, origina una 
síntesis neta de 129 moléculas de ATP, Este ATP es produci- 
do por la fosforilación debida al transporte de electrones 
generados durante la formación de acetil-CoA por В-ох}да- 
ciones, y por la oxidación de las unidades de acetil-CoA por 
el ciclo del ácido cítrico (véase Sección 5.13). 


/__17.27 Revisión de conceptos 


Los triglicéridos y fosfolípidos se metabolizan por hidrólisis de- 
bida a lipasas o fosfolipasas. Los ácidos grasos libres se oxidan 
por B-oxidación a unidades de acetil-CoA, que luego se oxidan 
a CO, por el ciclo del ácido cítrico. 

Z ¿Qué funciones tienen las fosfolipasas? 

Y ¿Qué significa el término P-oxidación? 
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V FIJACIÓN DEL NITRÓGENO 


La utilización del nitrógeno gaseoso (N;) como fuente de 
nitrógeno celular se denomina fijación del nitrógeno. La ca- 
pacidad de un organismo de fijar N, lo libera de su depen- 
dencia de formas fijadas de nitrógeno. Como en los ecosis- 
temas microbianos hay una elevada demanda por estas 
últimas, la capacidad de fijar N, dota de una ventaja eco- 
lógica significativa a las células que pueden llevar a cabo 
el proceso, 


La nitrogenasa y el proceso 
[17.20 гин proc 


La fijación de nitrógeno es un proceso exclusivo de al- 
gunos procariotas, La Tabla 17.10 ofrece una lista abrevia- 
da de organismos fijadores de nitrógeno; puede apre- 
ciarse que una gran variedad de procariotas, anaerobios 
y aerobios, fijan nitrógeno. Además, hay algunas bacterias 
llamadas simbióticas, que sólo fijan nitrógeno en asocia- 
ción con ciertas plantas. Hasta ahora no se conoce ningún 
organismo eucariota que fije nitrógeno. La fijación sim- 
biótica de nitrógeno, proceso de enorme importancia en la 
agricultura (por ejemplo, soja y alfalfa), se tratará en la Sec- 
ción 19.22. 


La 

En el proceso de fijación, el N, se reduce a amoníaco, que es 
convertido a una forma orgánica. El proceso de reducción 
está catalizado por el complejo enzimático nitrogenasa, que 
consta de dos proteínas distintas llamadas dinitrogenasa y di- 
nitrogenasa reductasa. Ambos componentes contienen hie- 
rro y la dinitrogenasa contiene además molibdeno, En la 
dinitrogenasa, el hierro y el molibdeno forman parte de un 
cofactor conocido como FeMo-co (Figura 17.69), que es el 
centro donde se produce la reducción real del М. La com- 
posición del ЕеМо-со es MoFe;S, homocitrato (Figura 
17.69), y se presentan dos copias de FeMo-co per molécula 
de nitrogenasa, 

Debido a la estabilidad del triple enlace № = N (que 
tiene una energía de disociación de 940 k), comparada con 
los 493 KJ del doble enlace del Ox), el №, es muy inerte y 
su activación es un proceso que requiere mucha energía. 
Se deben transferir seis electrones para reducir el N, а 
2 МН, a través de una serie de pasos intermedios. Se cree 
que los tres pasos sucesivos de reducción se producen di- 
rectamente en la nitrogenasa, sin acumulación de inter- 
mediarios libres (Figura 17.70). La fijación de nitrógeno 
еп la naturaleza es muy reductora y el oxigeno inhibe el 
proceso porque la dinitrogenasa reductasa es inactivada 
rápida e irreversiblemente рог el O, (incluso cuando se 
aísla de fijadores de nitrógeno aeróbicos). En las bacterias 
fijadoras de N, aeróbicas, la fijación de N, se realiza en 
presencia de O, en células enteras pero no en preparacio- 
nes purificadas de la enzima. En estos organismos, la ni- 


TABLA 1 


Quimio- Quimio- 
organismos Fototrotos Motrotos 
Dominio Васі: Cianobacterias Alcaligenes 

Azotobacter spp. (la mayoría, Thiobacillus 
Azomonas pero no todas) (algunas 
кае especies) 
Beyenncian Streptomyces 
Bacillus бунула ето 
Mycobacterium favum К Л 
Azospirillum ройтит 
Стала freunde 
Acetobacter disotrophcus 
Matyiomonas 
К 
ошто- ошто- 
organismos Fototrotos Motrotos 
Dominio Bacteria: Dominio Bacterío: Dominio Archa: 
Clostridium spp. Chromatium Methanosarcina 
Desulfovibrio Triocapsa Methanococcus 
Desuftomacalum  Chiorobium Methana terium 
амтитын Methanospirillum 
Rhadopseudomonas Меада 
Khatomicrohnum 
Rhatopiis 
Rhodobacter 
Helwbacternm 
иеме 
ШЕ 
Plantas leguminosas. Plantas no leguminosas 
Soja. gulsante, trébol, Alnus, Мут, Сето, 
etc. en asociación Сотун y Casuarina. 
con una bacteria en asociación con actinomi- 
de los géneros cotos del gênero Frontin 
Кисонит, Bradyrhizabum, 
Smortizohum o 
Alora 


La оов de N; ene hagar sólo en condiciones anoncas 


Erogenasa se protege de la inactivación por el O, bien sea 
eliminando rápidamente el O, por respiración, bien pro- 
duciendo capas mucosas que retardan el O,, o bien me- 
diante la сопу dela nitrogenasa en un tipo 
especial de célula (el heterocisto) (véase Sección 12. 2), 
Además, aunque la fijación de №, no tiene lugar en ex- 
tractos celulares óxicos, en fijadores aerobios de nitróge- 
по como Azotobacter la nitrogenasa se protege de la inac- 


17.28 ® LA MITROGENASA Y EL PROCESO DE FIJACIÓN DE 


Em Estructura de FoMo-c0, el cofactor con hierro y mo- 
de la nitrogenasa. El cubo Fe,S, se une al molibdeno, y esta 


isstructura se une а los átomos de oxigeno del homocitrato (todos los. 
lomos de oxigeno se muestran en verde) y a los átomos de N y S de 
Ja dintrogenasa. Por cada molécula de nitrogenasa hay dos moléculas. 
de FoMo-co 


Nitrogenasas alternativas 
“Algunas bacterias fijadoras de nitrógeno sintetizan nitro- 
'genasas sin molibdeno en ciertas condiciones de creci- 
"miento; son las denominadas nitrogenasas alternativas, que 
“carecen de molibdeno y en su lugar contienen vanadio (у 
Мето) o solamente hierro. Las nitrogenasas alternativas 
También presentan cofactores similares a ЕеМо-со: son el 
iVa-co en la nitrogenasa con vanadio y una agrupación 
sulfuro de hierro parecida a FeMo-<0 y FeVa-co, pero 
¡molibdeno ni vanadio en la nitrogenasa con hierro. Las 
mas alternativas no se sintetizan cuando hay sufi- 
йе molibdeno, уа que, por lo general, la nitrogenasa con 
ibdeno es la principal nitrogenasa de la célula. Las ni- 
sas alternativas se supone que sirven como meca- 
de apoyo para asegurar que se produce fijación de N; 
lo hay limitación de molibdeno en el hábitat (véase 
12.9). Se ha descubierto una nitrogenasa con mo- 


ES 


® 


ПЛЕД] сог de la nitrogonasa (a) Pasos de la fijación 
де N; empezando por el piruvata. Los electrones son aportados desde 
la diitrogenasa reductasa a la dinftrogenasa, de uno en uno, y cada 
úlectrón se asocia con la hidrólisis de 2-3 АТРа (b) Pasos hipotético 
төп la reducción de N, mostrando el paso de liberación de Н, y un гө- 
sumen de la actividad nitrogenasa. 


libdeno funcional y estructuralmente novedosa en el es- 
treptomiceto termófilo Streptomyces termoautotrophicus. En 
el cuadro de texto «El poder de la diversidad metabólica: 
una nueva nitrogenasa» se comparan sus propiedades con 
las de las nitrogenasas con molibdeno clásicas, 


Flujo de electrones en la fijación de nitrógeno 

La secuencia de transferencia de electrones en la nitroge- 
nasa es la siguiente: donador de electrones — reductasa de 
la dinitrogenasa — dinitrogenasa — N, (Figura 17.70). Los 
electrones para la reducción del nitrógeno se transfieren a 
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El poder de la diversidad metabólica: una nueva nitrogenasa 


| аз dinirogenasas se han caracteriza- 
do a partir de una атра variedad de 
procariotas, donde se Incluyen algunas Ar- 
chaea, todos los cuales muestran una signi- 
Псача homología de secuencia, tanto al 
nivol de gen como al de polipéptido: todos 
ellos, өз decir, hasta la nitrogenasa del es- 
treplomicelo Streptomyces tharmoautotro- 
phicus, están caracterizados". 

8. Mormoautotropticus es un procariota 
атоо flamentoso Gram positivo (tempe- 
ratura óptima 65°С) quo se encuentra de ma- 
nera natural on el compostaje caliente y en 
llas de carbón өп combustión (Figura 1). El 
Organismo өв una bacteria quimiottotrota del 
H; aeróbica, que también utiliza monóxido 
de carbono (CO) como donador de electro- 


de las plias. Éstas emiten gases de СО„ 
СО, CH, y CH, y la temperatura varía con 
la profundidad. Desde la superficie hasta 
unos 15 ст hacia el interior es de menos. 
de 100°C, pero, al profundizar өп las pilas, 
la temperatura puede superar los 300°C. S. 
thermoautotrophicus está activo hasta 
aproximadamente 76C, у onida СО tanto 
durante su metabolismo energético como. 
durante la fijación de N, (véase Figura 2. 


1 Ribe. М. D. Gadkari, у О Mayot, 1997.1 Bol. 
Cham. 272 25827-26633. 


nes. Aunque S nermoautotrophicus era co- 
nocido como jador de nitrógeno, algunas 
propiedades poco comunes de su sistema 
де Nación (como el hecho de que el amo- 
тіасо по reprima la síntesis de la nitrogena- 
за y que la enzima no reduzca acetileno) 
indujo а examinar más dotalaiamente su n- 
одепава. Lo que se descubrió representa 
un paradigma totalmente nuevo en la ación 
de Na. 

La nirogenasa de S. thermoautotrophi- 
cus contene Ma, pero, а dilerencia dela ni- 
подепава Mo clásica, es completamente 
sensible a О, El componente dinitrogena- 
ва de la nirogenasa de S. inermoautotro- 
phicus, denominado Strt, contiene wes 
polpéptidos cilerentes que muestran algu- 
паз semejanzas estructurales con los pol- 
péptidos dinitrogenasa de otros Madres de 
пигодого; pero ө! componente dinitrogena- 
ва reductasa, conocido como S2, no mues- 
va ningún parecido con otras dinitrogenasa 
roductasas. Sin embargo, S12 muestra una 
"semejanza de secuencia muy elevada соп 
las superado dismutasas, que contienen 
manganeso. De hecho, ¡Str2 as una вирегб- 
odo dismutasa! Recuérdoso del Capitulo 6 
(véase Sección 6.13) que la función de 
perdido dismutasa en la cólula os consu- 
т superûxido (O; ), lormando O, en el pro- 
ceso, e impidiendo así ө! daño cxidato a los 
componentes сомали. Рог, ¿qué tene que 
ver el superóxido con la Цасібп de nitrð- 
geno? 

So ha domostrado que S2 suministra 
olectrones а Sirt. La tuenta de ostos eloo- 
trones өв О, , que se forma а рали de la ro- 
ducción de О, por una CO deshidrogenasa. 
(Figura 2). Es decir, de manera análoga a la 


secuencia plruvato — favodoxina — dini- 
\одепава reductasa — dnitrogenasa en la 
Nlacién clásica de nitrógeno (véase Figura 
1770), en S. ermoautotropnicus la so- 
cuencia es CO — О; — S2 — Siri. Y, 
orprendentemente, el oxigeno, en vez de in- 
hibir la nirogenasa (сото sucede con todas 
las nitrogenasas que se han examinado), оп 
S. thermoautotrophicus os necesario өп el 
mecanismo de reacción de la enzima! 

Claramente, la nirogenasa d S. ar- 
moautotrophicus өв un sistema tador de 
тїндрөпо Único tanto estructural сото tun- 
cionalmente. Por ahora, se desconoce sl 
ене sistema estû muy extencido y sl su ver- 
acera función en la celula os la fjaciôn de 
М, Sin embargo, el sistema e la nitrogena- 
за до S. thermosutotrophicus es un buen 
ejemplo de la importancia de conocer blen la 
versidad metabólca өп procariotas: inclu- 
so өп sistemas bien ostudiados on los que 
prevalece la regularidad, puede haber oca- 
slonalmonte grandes sorpresas y conceptos 
totalmente nuevos. El caso de S hørmoav- 
totropnicus ha renovado también la espo- 
ranza de obtener por ingenieria genética un 
sintoma nirogenasa aplicable а la produc- 
ción agricola, por ejemplo, del maiz. El ha- 
опо de que osta nitrogenasa no son ШЫ al 
oxigeno y que su requermiento energótico 
оо mucho menor que el do las nitrogonasas 
clásicas (según mediciones levadas а cabo, 
ө sistema de S mermoautotrophicus om- 
ples sólo un 25-50% del ATP que las ni- 
чодепөвваз Mo clásicas), podría llegar a 
convertir on realidad el sueño de disponer 
algún día de cosechas (айога de nitro- 
ото. а 


Ж | : . | 

со, оу вю Эп 2м 
СО dehidrogenasa 'Nitrogenasa. 

Figura 2 Reacción de la fijación de nitrógeno en 5. thermoautotrophicus. 


Aunque son proteínas bastante diferentes de la dinitrogenasa reductasa y la di- 
nitrogenasa, Str2 y Stri tienen, respectivamente, funciones equivalentes a estas. 


dos proteínas. 
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e) 


асобай capas пасове por a en cdas 
incor de nitrogeno Azotobacter vinelandii. Метра беса 
Dl a агол да có culiacan condiciones miervónicas 
ВРО, se observa poca muecgidad. () Сәм cunivadas өп are 
[ч O. Obsérvese la ostensa сара д mucosidad езда de oscuro 
lechal. La mucosidad retrasa la difusión del O, hacia el interior de la 
АА impiden asa nacivació de la йома por el ogena 


lanitrogenasa reductasa desde la ferredoxina ota flavodo- 
Эйла, proteínas de bajo potencial que contienen hierro y azu- 
fre. En Clostridium pasteurianum el donador de electrones 
ls la ferredoxina, que se reduce por rotura fosforoclástica 
del piruvato a acetil-CoA + СО, Además de ferredoxina re 


ucida, para la fijación de N se necesita ATP. En cada ciclo 
е transferencia de electrones, la dinitrogenasa reductasa 
кв reducida por ferredoxina/flavodoxina y se une a dos 
moléculas de ATP. El enlace de ATP altera la conformación 
dela reductasa dinitrogenasa y disminuye su potencial re- 
uctor permitiendo la interacción con la dinitrogenasa. En 
In transferencia de electrones а la dinitrogenasa, el АТР es 
hidrolizado y la dinitrogenasa reductasa se disocia de la di 

nilsogenasa y empieza otro ciclo de reducción y de enlace 
оп ATP (Figura 17.70). Cuando se ha reducido adecuada- 
Mente, la dinitrogenasa reduce a continuación el N, a NH, 
yla reducción efectiva ocurre en el centro FeMo-co. Aunque 
Sólo se necesitan зев electrones para reducir М; а 2 NH, en 


el proceso se consumen ocho electrones, dos de los cuales se 
pierden como hidrógeno (Н), por cada mol de N, reduci- 
do (Figura 17.70). Se desconoce la razón de este aparente 
exceso, pero los resultados experimentales indican que la 
producción de Н; es una parte esencial del mecanismo de 
reacción de la nitrogenasa. 


Ensayos con la nitrogenasa: reducción de 
acetileno 


La nitrogenasa no es totalmente específica de №, ya que 
también reduce cianuro (CN ), acetileno (НС = CH) у 
otros compuestos de triple enlace (para una excepción оё 
ase el cuadro de texto). La reducción de acetileno por la ni 
trogenasa es un proceso de sólo dos electrones y produce 
etileno (H¿C=CH). La reducción de acetileno no tiene pro- 
bablemente ninguna utilidad para la célula, pero ofrece al 
experimentador una forma rápida y sencilla de medir la ac 
tividad de los sistemas fijadores de nitrógeno, ya que es muy 
fácil medir la reducción de acetileno a etileno por cromato- 
grafía de gases (Figura 17.72). Esta técnica se emplea ahora 
mucho para detectar la fijación de nitrógeno en sistemas que 
no se conocen. Anteriormente, no resultaba fácil demostrar 
que un organismo fijaba Ny; de hecho, en este sentido se ha 
comprobado que se habían cometido errores en muchos mi- 
ervorganismos, El crecimiento de un organismo en un medio 
al que no se han añadido compuestos nitrogenados no sig- 
nifica que el organismo fije el nitrógeno del aire. A menudo, 
los medios de cultivo se contaminan con compuestos traza 
de nitrógeno fijado, que llegan a través del aire ya sea en for- 
та gaseosa o como partículas de polvo. 

La prueba definitiva de la fijación de N, se obtiene con 
un isótopo de nitrógeno, N, como trazador, (М по es un 
isótopo radiactivo, sino un isótopo estable, Se detecta por 
espectrometría de masa.) La fase gaseosa de un cultivo se 
enriquece con "N y, tras la incubación, las células y el me- 
dio son digeridos, el amoníaco producido es destilado y se 
comprueba el contenido en М. Una producción significa 
tiva de NH, marcado con "М es prueba de la presencia de 
fijación de nitrógeno. Sin embargo, el método de reducción 
de acetileno es un modo más rápido y sensible, aunque 
directo, para medir la fijación de nitrógeno. La muestra, 
que puede ser de suelo, de agua, un cultivo o un extracto ce- 
lular, se incuba con acetileno y la mezcla reactiva de la fase 
gaseosa se analiza después por cromatografía de gases para 
detectar la producción de etileno (Figura 1772). Este 
método es mucho más sencillo y rápido que los otros y de 
fácil adaptación al trabajo de campo para estudiar directa- 
mente bacterias fijadoras de nitrógeno en su hábitat. 


Genética y regulación de la 
fijación de Na _ 


El proceso de fijación de N, tiene una elevada demanda 
energética, motivo por el cual el control de la síntesis y ac- 
tividad de la nitrogenasa es también muy alta, Esta activi- 
dad reguladora, así como las enzimas que intervienen en la 
propia fijación de N (Figura 17.70) precisa de muchos ge- 
nes, y son los que tratamos a continuación. 
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-Atmóstera, 10% С.Н, en el aire (aerobios) 
о 10% CH, en М, о Ar (anaerobios) 
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ШТ Ы 
resultados no muestran C¿H,, pero, a medida que pasa el tiempo, la producción de C,H, aumenta. Obsérvese que cuando se produce С;Н,, $ë- 
consume СН, Si ө! vial contuviera un extracto enzimático, las condiciones deberian ser anóxicas, aunque la nitrogenasa procediera de una bao- 


toria aeróbica. 


Genética de la fijación de nitrógeno 
En Klebsiella pneumoniae, que es un fijador de М, muy estu- 
diado, los genes de la dinitrogenasa y de la dinitrogenasa 
reductasa son parte de un regulón (un gran sistema de ope- 
rones) complejo denominado regulón nif (Figura 17.73). En 
К, pneumoniae, el regulón nif ocupa 24 kb de DNA y contie- 
пе 20 genes dispuestos en varias unidades transcripciona- 
les (Figura 17.73). En el regulón мі están presentes, además 
delos genes estructurales de la nitrogenasa, los genes para 
FeMo-co, los que controlan las proteínas del transporte de 
electrones y varios genes reguladores, La dinitrogenasa es 
una proteína compleja formada por dos subunidades, la a 
(producto del gen nifD) y la B (producto del gen nifK), cada 
una de las cuales está presente en dos copias. La dinitroge- 
nasa reductasa es una proteína dimérica que consta de dos 
subunidades idénticas, producto del gen nifH. FeMo-co se 
sintetiza con la participación de varios gen, incluyendo 
тм, V, Z, W, E y B, así como Q, que controla un producto 
respansable del procesamiento del molibdeno. El gen nifA 
codifica un regulador posítivo que sirve para activar la 
transcripción de otros genes nif. 

La nitrogenasa es una proteína altamente conservada y 
los genes nifHDK del nitrógeno se han usado como sondas 
moleculares para cribar DNA de varios procariotas con ob- 
jeto de detectar la presencia de genes homólogos. En todos 
los fijadores de nitrógeno examinados (excepto en un caso 
tan peculiar como el de Streptomyces thermoautotrophicus, 
vénse el cuadro de texto), genes similares a nifHDK están 
presentes, lo que sugiere que los requerimientos genéticos 
рага la nitrogenasa son bastante específicos. Otras nitroge- 
nasas alternativas están codificadas por sus propios genes, 
onfHDK en el sistema vanadio, y anfHDK en el sistema de 
sólo hierro. Ambas muestran una significativa homología 
еп sus secuencias con nifHDK. 


Regulación de la fijación de nitrógeno 

La itrogerasa está sometida a controles regulaiorios muy 
estrictos. La fijación de nitrógeno se bloquea por O; y por 
trógeno fijado, incluyendo NH, NO; y algunos aminod- 
cidos (ойле cuadro). La mayor parte de esta regulación es 
a nivel transcripcional. Las distintas unidades transcrip- 
cionales del regulón nif se muestran en la Figura 17,72, 
Mientras que la transcripción de los genes estructurales ní 
es activada por la proteína NifA (regulación positiva), Nif 
es un regulador negativo de la expresión del gen nif y con- 
tiene una molécula de РАР (hay que recordar que КАР es 
una coenzima redox para flavoproteínas, véase Sección 5.11) 
que es crítica para la percepción de O, por la proteína. En 
presencia de O, en cantidad suficiente, la función de NifL 
es interrumpir la transcripción de genes nif, a fin de evitar 
la síntesis de la nitrogenasa sensible al oxígeno. El amonf- 
асо reprime la fijación de N; mediante una segunda prote- 
îna, la llamada NtrC, cuya actividad está regulada por el 
estado de nitrógeno de la célula. Cuando hay limitación de 
amoniaco, NtrC activa y la transcripción de nifA, 
Jo cual da lugar a la producción de NifA, la proteína acti- 
vadora de la fijación de nitrógeno, y se inicia la transcrip- 
ción de nif. 

El amoníaco producido por la nitrogenasa no reprime la 
síntesis de la enzima porque, tan pronto como se forma, se 
incorpora a forma orgánica y se usa en la biosíntesis. Pero 
cuando hay exceso de amoníaco (cuando hay niveles altos 
еп el medio), la síntesis de nitrogenasa se reprime rápida- 
mente. De esta forma, se evita malgastar АТР en la elabo- 
ración de un producto que ya está te en gran canti- 
dad. En algunas bacterias fijadoras de nitrógeno, la activi 
de la nitrogenasa también está regulada por amoníaco, un 
fenómeno llamado efecto «interruptor» del amoníaco. En 
este caso, el exceso de amoníaco da lugar а una modifica- 
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Procesado 


deMo — |positivo 


ción covalente de la nitrogenasa reductasa, que produc 
una pérdida de la actividad enzimática. Cuando el amoni 
асо vuelve a ser factor limitante, esta proteína modificada 
же convierte en la forma activa y se reinicia la fijación de 
N, La regulación por amoníaco es, por tanto, un método rá- 
pido y reversible de control del consumo de ATP por la 
hitrogenasa. No todas las bacterias fijadoras de nitrógeno 
poseen el sistema conmutador, aunque está bastante ex- 
tendido en ciertos grupos tales como, por ejemplo, las bac- 
terias fototróficas, donde fue descubierto. 


У 17.28-17.29 Revisión de conceptos 


la fijación de nitrógeno, o reducción de N, a NH, comprende 
lun complejo sistema enzimático llamado nitrogenasa, com- 
puesto por la dinitrogenasa y la dinitrogenase reductasa. La ma- 
Yor parte de las nitrogenasas contienen molibdeno o vanadio y 
ето como cofactores metálicos, y el proceso de fijación de ni 
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| Figura 17.73 NN 
Klebsiella pneumoniae, el organismo 
fiador de nitrógeno mejor conocido, 
La función de algunos de estos genes 
ев desconocida. Los tránscrtos (uni- 
dades de transcripción) de mRNA se 
muestran bajo los genes; las flechas 
indican la devcción de la transcripción. 
Las proteinas implicadas en la sinte- 
sis de РөМо-со están coloreadas de 
amarillo Los demás colores corres- 
ponden a los de la Figura 17.70. Aun- 
que capaz de crecer aeróbicamente 
соп amoniaco como fuente de nrò- 
geno, la fjación de nitrógeno өп Keb- 
већа sólo tiene lugar en condiciones 
anóxicas. 


trógeno requiere energía. La nitrogenasa y otras proteínas re 
guladoras asociadas están codificadas por el regulón nif. Algu- 
nos sustratos artificiales que son estructuralmente similares al 
М, como el acetileno y el cianuro, también son reducidos por la 

irogenasa. La fijación de nitrógeno y la nitrogenasa son dos 
procesos sometidos a una elevada regulación. 


Y Escríbase una ecuación igualada para la reacción que lleva 
a cabo la enzima nitrogenasa. 


оё es el РеМо-со? 


Z ¿Qué metales son necesarios para la fijación de nitrógeno? 
Z ¿Qué factores físicos y químicos afectan a la función de la ni- 


trogenasa? ¿En qué difiere el sistema de la nitrogenasa de 
Streptomyces thermoautotrophicus? 


Z ¿Cómo afecta el amoníaco al proceso de fijación de nitróge- 


1. ¿En qué clase nutricional situaría un organismo 
que usa glucosa como única fuente de carbono y ener- 
gía? ¿Y si utiliza azufre elemental como fuente de 
energía? ¿Cómo denominaría a este último organis- 
то si creciera con CO, como única fuente de carbono? 
¿Cuál es la fuente de energía de los organismos folo- 
Infos? 

2. ¿Cuál es el papel de la uz en el proceso fotosintético. 
Че las bacterias verdes y rojas? ¿Y еп el de las ciano- 
bacterias? Compárese el proceso fotosintético en estos 
dos grupos de procariotas. 

3, ¿Cuáles son las funciones de las clorofilas captado- 
таз de luz y de las del centro de reacción? ¿Por qué 
un mutante que es incapaz de producir clorofilas cap- 
tadoras de luz (son mutantes que se pueden aislar 
еп el laboratorio) no es buen competidor en la natu- 
faleza? 


4. ¿Dónde se localizan los pigmentos fotosintéticos en 
una bacteria тоја? ¿Y en una cianobactería? ¿Y en un 
alga verde? Considerando la función de los pigmentos 
dorofilicos, ¿por qué no se pueden localizar en otro 
lugar de la célula, por ejemplo, en el citoplasma о en 
la pared celular? 

5. ¿Cómo es el proceso mediante el cual se obtiene АТР 
a partir de la huz en un organismo fototrofo anoxigéni- 
co? ¿En qué se parecen el flujo de electrones de la fo- 
tosintesis y de la respiración? ¿En qué se diferencian? 

6. ¿Cómo se obtiene poder reductor para el crecimiento 
autotrófico en una bacteria roja? ¿Y en una clanobac- 
teria? 

7. ¿En qué se diferencia el potencial de reducción de la 
Чогоба а en el fotosistema 1 y en el fotosistema П? ¿Por 
qué el potencial de reducción de la clorofila del foto- 
sistema Il tiene que ser tan altamente electropositivo? 
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8. ¿Cuál es la principal función de los carotenoides y fi- 
cobilinas en los microorganismos fototrofos? 

9. ¿Qué dos enzimas son exclusivas de los organismos 
que realizan el ciclo de Calvin? ¿Qué reacciones llevan 
acabo? ¿Cuál sería la consecuencia en un mutante que 
careciera de cualquiera de estas enzimas? 

10, Para la conversión de 6 moléculas de CO, еп 1 molé- 
cula de fructosa se necesitan 18 moléculas de ATP. 
¿Dónde se consumen estos АТР» en las reacciones del 
ciclo de Calvin? 

1. ¿Qué organismos emplean el ciclo del 
nato o el ciclo inverso del ácido cítrico como vías au- 
totróficas?. 

12. Compárese la utilización de H;S por una bacteria fo 
totrofa roja y una incolora del azufre como Beggiatoa. 
¿Qué función desempeña el HS en el metabolismo de 
cada organismo? 

13. Analicese por qué el rendimiento del crecimiento de 
Thiobacillus ferrooxidans (gramos de célula por mol de 
sustrato) es considerablemente mayor cuando el or- 
ganismo crece aeróbicamente en azufre elemental en 
vez de en hierro ferroso como donador de electrones 
(se supone que en ambos casos el organismos crece de 
forma autotrofa). 

м4. En Escherichia coll, la síntesis de la enzima nitrato re- 


19. Defínase el término fosforilación a nivel de sustrato. ¿En 


qué difiere de la fosforilación oxidatiu? Suponiendo que 
un organismo ез facultativo, ¿qué condiciones nutri- 
cionales básicas determinan si el organismo obtiene 
energía a nivel de sustrato en vez de por fosforilación 
oxidativa? 


20. Aunque muchos compuestos son fermentables teori 


camente, para realizar un proceso fermentativo la ma- 
yor parte de los compuestos orgánicos deben ser 
convertidos en alguna de las moléculas que pertenecen 
а un grupo relativamente pequeño, ¿Qué moléculas 
son éstas y por qué deben producirse? 


21. Si a un cultivo de Escherichia coli que está creciendo 


fermentativamente se le añade 1 g/1 de NaNO, qué 
cabe esperar, ¿un aumento o una disminución del ren- 
dimiento del crecimiento del cultivo? ¿Por qué? 


22. ¿Cómo se producen las fermentaciones en ausencia de 


fosforilación a nivel de sustrato? 


23. ¿Por qué los hidrocarburos han acumulado grandes 


reservas en la Tierra a pesar de que en ciertas condi- 


ciones son fácilmente degradados por microorganis- 
mas? 


24. ¿En qué se diferencia un metanotrofo de un metanógeno? 


¿En qué difiere el patrón de asimilación de carbono en 
los metanotrofos del Tipo 1 y los del Tipo 11? 


luctasa se reprime por el oxígeno. Teniendo en cuenta 
argumentos bioenergéticos, ¿a qué podría deberse la 
aparición de este fenómeno represivo en la evolución? 


15, Coméntense tres diferencias importantes en la reduc- 


25. ¿En qué se diferencian las monooxigenasas de las dioxi- 
genasas en cuanto a las reacciones que catalizan? 
26. Compárese la conversión de celulosa y almidón intra- 


ción asimiladora y desasimiladora del nitrato. 

16, ¿Por qué es la hidrogenasa una enzima constitutiva de 
Desulfovibrio? 

17. Compárese la reducción de hierro férrico con la de- 
cloración reductora basándose en (1) el producto de la 
reducción y (2) la importancia ecológica. 

18, Compárense los organismos homoscetógenos con los me- 
lanógenos basándose en (1) los sustratos y productos 
Че su metabolismo energético, (2) la capacidad de usar 
compuestos orgánicos como donadores de electrones 
еп el metabolismo energético, (3) los mecarftmos de 
autotrofia, y (4), la capacidad para crecer por respira- 
ción aeróbica (se recomienda consultarla Sección 134 
antes de contestar a esta pregunta). 


celular en unidades de glucosa. ¿Qué enzimas inter- 
vienen y qué proceso es el más eficiente en términos 
energéticos? 


27. Escríbase la reacción catalizada por la enzima nitroge- 


пака, ¿Cuántos electrones se requieren en esa reacción? 
¿Cuántos se usan realmente? Explíquese, 


28. ¿Qué metales se encuentran en la nitrogenasa? ¿Son 


todas las nitrogenasas sensibles al oxígeno? 


29. ¿En qué se diferencia la nitrogenasa de Streptomyces 


thermoaulotrophicus de la de Azotobacter? 
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Ejercicios prácticos 


1. Compárense los espectros de absorción de la clorofila 
a y de la bacterioclorofla a. ¿Qué longitudes de onda 
son absorbidas preferentemente por cada pigmento y 
cómo se corresponden las propiedades de absorción 
Че estos pigmentos con las regiones del espectro visi- 
ble? ¿Por qué la mayoría de las plantas son de color 
verde? 

2. La velocidad de crecimiento de la bacteria fototrofa 
roja Rhodobacter es casi el doble cuando el organismo 
crece fototróficamente en un medio con malato como 
fuente de carbono que cuando lo hace con CO; como 
fuente de carbono (con H; como donador de electro- 
nes). Coméntense las razones e indique la clase nutri- 
cional en que situaría a Rhodobacter cuando crece en 
сайа una de las dos condiciones. 

Coméntense los datos obtenidos a partir de estudios 

sobre el proceso fotosintético de algunas cianobacte- 

rias que sostienen la hipótesis de que estos organis- 
mos evolucionaron a partir de fototrofos anoxigénicos. 

4. Aunque los quimiolitotrofos y los quimivorganotro- 
fos son fisiológicamente distintos, comparten varias 
características en cuanto a la producción de ATP. Co- 
méntense estas propiedades comunes, junto con las 
razones por las que el rendimiento del crecimiento de 
un quimioorganotrofo (gramos de célula рог mol de 
sustrato) que respira glucosa es mucho mayor que el 
rendimiento de un quimilitotrofo que respira azufre. 


5. Explíquese por qué la siguiente afirmación es literal- 
mente incorrecta: «La respiración anaeróbica es sim- 
plemente un proceso donde un aceptor de electrones 
alternativo sustituye al O, en el proceso respiratorio». 

6. Cuando se produce metano a partir de CO, (más Ho), 
о a partir de metanol (en ausencia de H), se llevan a 
cabo varios de los pasos de la vía que se muestra en las 
Figuras 17.44 y 17.45. Compárese y contrástese la me- 
tanogénesis a partir de estos dos sustratos y comente 
рог qué tienen que ser metabolizados en direcciones 
opuestas. 

7. Aunque el dextrano es un polimero de glucosa, ésta 
no puede usarse para fabricar dextrano. ¿Por qué? 
¿Cómo se relaciona la síntesis de dextrano con la hi- 
giene oral (véase Sección 21.3)? 

в, Pseudomonas fluorescens crece aeróbicamente en ben- 
#oato, mientras que la bacteria fototrofa Rhodopseudo- 
топаз palustris puede crecer de forma anaeróbica en 
este medio. el metabolismo del benzoato 
еп las dos especies teniendo en cuenta las siguientes 
consideraciones: requerimiento de oxigenasa, reaccio- 
nes iniciales para la apertura del anillo y producto(s) 
formado(s) que entra(n) en las vías metabólicas cen- 
trales. 


ss colorantes fluorescentes unidos a sondas de ácidos nucleicos que tie- 
пеп como diana el RNA sibosómico se denominan colorantes filogenétí 
os. Estos colorantes penetran en las cálulas y se unen а sus ribosomas, La 

especilicidad de las sondas varía, yendo desde general a altamente especifica, 
| Esto permite distinguir los microorganismos presentes en un ecosistema bien de 

forma general, por ejemplo, los procariotas del dominio Bacteria о Archaca, bien 
con más detalle, esto es, posibilita la distinción entre diferentes géneros do un i- 
naje filogenético particular, Aquí se muestran dos tipos de bacterias nitrificamtes 
que forman gránulos еп las aguas rosiduades, Los organismos están estrechamente 
relacionados, pero son lo suficientemente distinguibles para que sólo una de las 
Чо» sondas del RNA ribosómico, una marcada соп un colorante rojo y la otra con 
уло vende, se una a cada población de células. Los ecólogos microbianos pueden 
explotar estas diferencias genéticas para identificarlas у tastrearias en ecosistemas 
microbianos naturales. 


ANÁLISIS DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS. 
BASADOS EN TÉCNICAS DE CULTIVO 


1&1 Enriquecimiento y aislamiento 
12 Alslamiento en cultivo axénico 


Il ANALISIS MOLECULAR DE LAS COMUNIDADES 


MICROBIANAS 

лаз Viabilidad y cuanúticación mediante 
técnicas de Unción 

184 Tinclones genéticas 

185 PCR; relacionando genes especificos 
com organismos específicos 

IN MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD MICROBIANA 

EN LA NATURALEZA 


186 Radicisótopos y microclectrodos 
187 isótopos estables 
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18.1 = ENRIQUE: 


NTO Y AISLAMIENTO = 607 


Columna de Winogradsky una columna 
compactada con lodo y cubierta соп agua. 
рага imitar un lago, donde diversas bacte- 
rias se desarrollan en un periodo de meses. 

Cultivo de enriquecimiento metodo de 
obtención de cultivos de laboratorio de mi 
«rvorganismos a partir de una muestra na- 
tural por medio de cultivos altamente 
selectivos 

DAPI (4 ,6-diamino-2-tenilindol) colo 
ante fluorescente inespecifico para la tin- 
бп de bacterias en muestras naturales 

Ecologia microbiana estudio de la inter 
acción de los microorganismos entre sí y 
són el medio. 

Electroforesis en gel desnaturalizante 
en gradiente (DGGE) tecnica electro. 


fortia que puede separar fragmentos de 


Fraccionamiento isotópico Jiscnımins 
ción por las enzimas de los isótopos más 
pesados de los diversos isótopos de С, 5, 
stc, lo que leva al enriquecimiento de isó- 
topos más ligeros durante el metabolismo 
de CO, SO? „ete 

Mibridación fluorescente in situ (FISH) 
método que emplea un colorante Пион 
cente incorporado а una sonda nucleotidi 
ca especifica para la identificación o rastreo. 
Je microorganismos en el ambiente 

Microelectrodo electrodo pequeño decns 
tal para medir el pH о compuestos es- 
pecíficos, Oy Н,5, etc. que se pueden 
introducir en un hábitat microbiano а in 
tervalos de microescala 

Número más probable (НМР) dilución 
seriada de una muestra natural para de- 


Pinzas de láser. instrumento pora obtener 
cultivos axénicos mediante el cual una cé 
ula individual puede ser atrapada con un 
haz de láser y separarse de las células cir- 
cundantes para ponerla en un medio de 
cultivo estéril 

Sesgo өп el enriquecimiento problema 
relacionado con el cultivo de enriqueci- 
miento, donde los resultados se desvían 


Sondas de ácidos nucleicos un oligo- 
nucleótido, generalmente de 10 a 20 bases 
de longitud, complementario de la se- 
cuencia de bases de una secuencia del gen 
diana 


ido nucleico del mismo tamaño pero de Г 
distinta secuencia 


minar la mayor dilución que produ 


apitulo empezamos el estudio de la ecología 
microbiana. Igual que la ecología general, la ecolo- 
gía microbiana trata de la interacción de los organismos, 
еп nuestro caso los microorganismos, entre sí y con su am- 
biente. Los ecólogos microbianos se dedican principalmente 
а dos áreas de estudio: (1) la biodiversidad, que incluye el 
aislamiento, identificación y cuantificación de microorga- 
Mismos en hábitat diversos, y (2) la actividad microbian 
decir, lo que los microorganismos hacen en sus hábitat 
En este capítulo trataremos la metodología de la ecolo- 
microbiana (cómo los ecólogos microbianos evalúan la 
lodiversidad y la actividad microbiana en un hábitat de 
Terminado), Estos métodos comprenden el enriquecimiento 
Ey el aislamiento, los métodos de tinción de células, tanto es- 
[ресїбсов como inespecíficos, el aislamiento y caracterización 
ide genes, y la medición de las actividades de mieroorganis- 
тов in situ (en el medio natural). En el Capítulo 19, se di 
йе la ecología de comunidades microbianas a gran escala 
{рог ejemplo, del suelo y del agua) y otros hábitat microbia- 
по más especializados (por ejemplo, el rumen y los nódu 
radicales de las leguminosas) 


ANÁLISIS DE LAS COMUNIDADES 
MICROBIANAS BASADOS 
EN TÉCNICAS DE CULTIVO 


ln las dos próximas secciones vamos а considerar la forma 

la que los microbiólogos aíslan los microorganismos de 

naturaleza. Este proceso consiste en separar los organis- 
de interés de una comunidad microbiana, un procedi 


ito que se conoce como enriquecimiento, y que permite 


aíslarlos después en un cultivo axénico, El aislamiento es 
importante porque se obtienen cultivos para estudios deta- 
Ilados y controlados de laboratorio y para su aplicación en 
biotecnología y en microbiología ambiental e industrial 


En un ambiente natural no es frecuente encontrar un solo 
tipo de microorganismo. Lo que existen son comunidades 
microbianas, y el desarrollo de métodos y procedimientos 
que permitan el aislamiento y cultivo de microorganismos 
de interés es un reto para el ecólogo microbiano. El enfoque 
más corriente para alcanzar este propósito es la técnica del 
cultivo de enriquecimiento. Este método requiere que el 
medio de cultivo y las condiciones de incubación sean se- 
lectivos para el organismo que se desea aislar y contraselec- 
tivos para los organismos no deseados, Por tanto, necesita- 
mos reproducir lo más fielmente posible los recursos y las 
condiciones que se dan en este nicho ecológico y buscar 
luego los habitantes potenciales de aquel hábitat capaces 
de desarrollarse en las condiciones de enriquecimiento se- 
leccionadas. La Tabla 18.1 ofrece una visión de conjunto de 
algunos procedimientos usados para lograr medios de en- 
riquecimiento adecuados. 

Para que un cultivo de enriquecimiento tenga éxito es 
necesario contar con un inóculo apropiado (una muestra 
que contenga el microorganismo). Por tanto, la metodolo- 
gía del cultivo de enriquecimiento se inicia con la elección 
del hábitat adecuado (véase Tabla 18.1). El cultivo de enri- 
quecimiento suele establecerse sembrando el inóculo di- 
rectamente en un medio altamente selectivo; muchos de los 
procariotas más frecuentes pueden aislarse de esta manera, 
Por ejemplo, el gran microbiólogo holandés Martinus Bei- 
jerinck, a quien se deben las primeras técnicas de cultivo 
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TABLA 18.1 


Bacterias fototróficas con luz: principal fuente de С y CO, 


Incubación en presencia de aire Microorganismos enriquecidos Inóculo 
Nz como fuente de nitrógeno Cianobacterias Aguas de charca o lacustres; lodos ricos 
еп sulfuro; aguas estancadas; aguas 
residuales sin tratar; lecho de hojas 
descompuestas y 
húmedos expuestos a la luz 
y suelo pasteurizado (heliobacterias) 
МО; como fuente de nitrógeno, 55°C Cianobacterias termófilas Tapete microbiano de fuentes termales 
Incubación anóxica. 
Н; о ácidos orgánicos; N como única fuente de nitrógeno Bacterias rojas no del azufre, 
heliobacterias. 
HS como donador de electrones Bacterias rojas y verdes del azufre 


Bacterias quimiolitotróficas sin luz: principal fuente de С y СО; (el medio debe carecer de С orgánico) 


Incubación en presencia de aire: respiración aeróbica 


Donador de electrones Aceptor de electrones Mi enriquecidos Inóculo 
мни Bacterias nitrosificantes Suelo, lodo y aguas residuales 
(Nitrosomonas) 
ко; o Bacterias nitrificantes 
(Nitrobacter) 
н, o Bacterias del hidrógeno 
(varios géneros) 
HS, S”, 5,05 о, Thiobacillus spp. 
Fe", pH bajo о; Thiobacillus ferrooxidans 
Incubación anóxica 3 Inóculo 
59,507 моу Tinelli denitrificans Lodo, sedimentos de lago y suelo 
н; Мо, extracto de levadura. Ратка denitrificans 


Bacterias quimioorganotróficas віп luz y metanógenos: principal fuente de C, compuestos orgánicos 


Incubación en presencia de aire: respiración aeróbica 


Donador de electrones Aceptor de electrones Microorganismos Inóculo 
y fuente de nitrógeno tipicos enriquecidos 
Lactato + NH; o Pseudomonas fluorexcens Suelo, lodo, sedimentos de lagos y 
vegetación en descomposición; inóculo 
- pasteurizado (80°C durante 15 min) para 
todos los enriquecimientos de Bacillus 
Benzoato + NH4 о; Pseudomonas fluorescens 
Almidón + МН," o Bacillus polymeyza y otros 
Bacilos 
Etanol (4%) + 1% extracto o Acetobacter y Gluconabacter 
de levadura, pH 60 ЕЧ 
Urea (5%) + 1% extracto о, Sporosarcina ита 
de levadura 
Hidrocarburos (p.ej, aceite Oy Mycobacterium, Nocardia y 
mineral, gasolina y tolueno) Pseudomonas (véase Figura 19 45) 
+ NH 
Celulosa + NH, о; Cytophaga y 
(tase Figura 1290) 
Manitol o benzoato, o Azotobacter 


Ма como fuente de N 


de enriquecimiento (véase Sección 1.6), aisló por primera 
vez la bacteria fijadora de nitrógeno Azotobacter por medio 
de lo que después se convirtió en una ja clásica de 
enriquecimiento (véase Figura 18.1). Como Azotobacter pue- 
Че crecer rápidamente fijando №, del aire, los medios de 
enriquecimiento carentes de amoníaco u otras formas de 
nitrógeno fijado son muy selectivos para este organismo; 
las bacterias no fijadoras de nitrógeno o las bacterias fija- 


doras de nitrógeno anaeróbicas son contraselecciona 
соп este método (véase Figura 18.1) 

Literalmente, son centenares los métodos que se 
ideado para los cultivos de enriquecimiento; algunos de 
más seguros aparecen en la Tabla 18,1, Deseamos 
que tanto el medio de cultivo como las condiciones de ir 
bación son críticos para que tenga éxito un cultivo de 
quecimiento; es decir, deben optimizarse tanto los 
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Incubación anóxica: respiración anaeróbica 


Principales ingredientes “Aceptor de electrones — Microorganismos enriquecidos Inóculo 

Ácidos orgánicos KNOJ02%) Pseudomonas (especies desnitrificantes) Suelo, lodo y sedimentos lacustres 

Extracto de levadura KNOX) Бала (especies desnitnfcantes) 

Ácidos orgánicos №50, Desulfovibrio y Desulfotomaculum 

Acetato, propionato y butirato NaSO; Sulfato reductores que oxidan Como los anteriores digestor de 
cidos grasos “aguas residuales y contenido 

Acetato y etanol Drsulfuromonas del rumen 


Acetato Geobacter y Geospiilum 

Acetato Varias bacterias reductoras de clorato 

Ha Metanógenos (sólo especies Lodo, sedimentos y aguas residuales 

quimiolitotrofas) y homoscetógenos 

снн Methanosarcina айт 

CHNH Hyphomicrobium 

Incubación anóxica: fermentación 

Donador de electrones Microorganismos enriquecidos Inóculo 

y fuente de nitrógeno 

Glutamat o histidina Clostridium tetanomorphum Lodo, sedimentos lacustres y material 
vegetal en descomposición; 
productos lácteos (bacterias del ácido 
láctico y propiónico) y contenido del 
rumen о intestinal (bacterias entéricas) 
y fangos de aguas residuales; suelo 

Almidón + NH Clostridium spp. 

Almidón y N; como fuente de N Clostridium pastcurianum 

> Laciato + extracto de levadura Меште spp. 


Glucosa o lactosa + NH" Escherichia, Enterobacter у 
otros organismos fermentadores 

Glucosa + extracto Bacterias del ácido láctico (Lactobacillus) 

de levadura (рН 5) 

за + extracto de levadura Bacterias del ácido propiónico 

Propiomagencan 

Oxalobacter 


Mg, Mal". Fe", Ca?* y otros oligoelementos (danse Secciones 51-53) Eta 
мую una perspectiva delos métodos de enriquecimiento y no considera el efecto que la temperatura de incubación porda tene enel aislamiento de 
четт» (temperatura elevada}, hipertermótilas (lemperatura muy elevada) y pucróbias (>emperatur baja), © en os efectos del ph о salinidad extremos, 


como las condiciones para tener las mejores posibilidades de 
enriquecer el microorganismo que interesa. 


La columna de 
Tradicionalmente, la columna de Winogradsky se ha utili- 
zado en el cultivo de enriquecimiento para el aislamiento de 
bacterias fototróficas rojas y verdes, de bacterias sulfato re- 
ductoras y de muchos otros anaerobios (véase Figura 182). 
El nombre corresponde al famoso microbiólogo ruso 
Winogradsky (véase el Cuadro de texto «Winogradsky y la 
quimiolitotrofia» en el Capítulo 17 y la Sección 1.6), quien 
utilizó la columna por primera vez a finales del siglo хіх 
para estudiar microorganismos del suelo, La columna de 
Winogradsky es un ecosistema anóxico en miniatura que 
puede usarse como suministro a largo plazo de bacterias 
Рага cultivos de enriquecimiento. 

La columna de Winogradsky se prepara con un cilindro. 
de vidrio grande que se llena aproximadamente hasta la 


"Aislamiento de Azotobacter La selección de bacterias 
aerêbicas reductoras de N, da por lo general especies de Azotobacter 
relacionadas. Por el contrario, el enriquecimiento con formas fadas 
de nitrógeno como NH," raramente produce bacterias fjadoras de Ny. 


Agua de lago 
o estanque 


Fango 
suplomentado \ 
соп nutrientes: 


Spanos y 
E 
\ 


HS 
ш 


Сок 


mitad соп lodo rico en materia orgánica, у que preferible- 
mente contenga sulfuro (véase Figura 18.2). Los sustratos 
de carbono se mezclan previamente con el lodo; éstos 
determinarán qué organismos serán enriquecidos, pero de- 
ben evitarse los sustratos fácilmente fermentables (que pue- 
den llevar a una formación excesiva de gas). Al lodo se le 
añade CaCO, y CaSO, comg tampón у como fuente de sul- 
fato, respectivamente. El lodo se compacta en el en 
cuidando de no atrapar aire (véase Figura 18.2). El lodo se 
cubre con agua de un lago, embalse o acequia (о agua de 
mar si se prepara una columna marina), y se tapa el cilin- 
Чго para evitar la evaporación. Se coloca el cilindro cerca de 
una ventana donde reciba luz solar atenuada y se deja du- 
rante varias semanas, 

En una columna de Winogradsky típica se desarrolla 
una mezcla de organismos. Las algas y cianobacterias ocu- 
pan rápidamente la parte superior y al producir O, ayudan 
a mantener esta zona óxica. El proceso de descomposición 
en el sedimento lleva rápidamente a la producción de áci- 
dos orgánicos, alcoholes у Н, sustratos adecuados para las 
bacterias sulfato reductoras (véanse Secciones 12.18, 17.15 y 
19.13). El sulfuro producido por las bacterías sulfato re- 
ductoras provoca el crecimiento de bacterias rojas y verdes 
del azufre (fototrofos anoxigénicos, véanse Secciones 12.2 y 
12.33), Estos organismos aparecen generalmente como z0- 
nas de crecimiento en el lodo de la columna, pero también 
pueden desarrollarse profusamente en el agua si los foto- 
trofos oxigénicos son escasos (véase Figura 18.2). Para el 
muestreo de bacterias fototróficas de la columna se intro- 
duce una pipeta larga con la que se recoge un poco de lodo 


ıa de Winogradsky. (a) Esquema de una columna tip 
са La columna se coloca де manera que reciba luz solar débil Las bacterias 
quimicorganotréficas crecen а lo largo de toda la columna, los aerobios y mi- 
croseróllos en la parte superior, los anzerobios en las zonas que contienen 
HS. La descomposición anóxica que da lugar a la reducción de sulfato crea 
© gradienta de H,S. Las bacterias verdes y rojas del azufre so estratiican de 
acuerdo con la tolerancia al H,S. (b) Foto de columnas de Winogradsky que во 
han mantenido anóxicas hasta la parta superior. Obsérvese el crecimiento ma: 
амо de tres tipos diferentes дө bacterias lototróficas en la parte de la cotum- 
па de agua que está encima del lodo. De izquierda a derecha: Т?озриит 
jenense, Chromatium ойе (ambas bactorias rojas del azutre, Sección 122) 
y Chlorobium limicola (bacteria verde del azufre, véase Sección 12.32). 


® 


о agua coloreados, Estas muestras se pueden usar para mi- 
сгозсора y рага inocular medios de enriquecimiento para 
lamiento y caracterización (Tabla 18.1). 
La columna de Winogradsky se ha usado para enrique- 
cer diversos procariotas, tanto aerobios сото anacrobios, 
Además de producir un inóculo listo para un cultivo de en 
riquecimiento, a la columna también se le puede añadir un 
compuesto particular para probar la hipótesis de si en el 
inóculo existe uno o varios organismos que pueden degra- 
darlo, Una vez que se ha establecido un enriquecimiento, se 
puede intentar hacer cultivos axénicos, tal como se discute 
еп la Sección 182. 


Sesgo en el enriquecimiento 

Aunque el cultivo de enriquecimiento es una ће 
poderosa, en muchos casos se produce un sesgo en el enri- 
quecimiento. En los cultivos líquidos de enriquecimiento 
típicas, el organismo más adaptado a las condiciones esc 
gidas puede convertirse en la población dominante. De 
graciadamente, el organismo mejor adaptado en los cultivos 
Че laboratorio a menudo es sólo un componente minoritario 
del ecosistema microbiano, en lugar de ser el mayoritario о 
el más relevante desde el punto de vista ecológico. 

El sesgo en el enriquecimiento puede demostrarse 
cuando se comparan los métodos de dilución (véase Sección 
182) con el clásico enriquecimiento en líquido. La dilución 
del inóculo seguida de un enriquecimiento, a menudo da 
lugar a un organismo diferente que cuando se enriquece 
тап inóculo sin diluir. Se cree que la dilución elimina aque- 
llas poblaciones minoritarias pero de rápido crecimiento, 


ramienta 
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dando de este modo la oportunidad de desarrollarse a otros 
miembros de la comunidad. Por tanto, la dilución del 
inóculo es una práctica común en el cultivo de enríqueci- 
miento en la microbiología actual. 


El cultivo de enriquecimiento es un medio de obtención de mi- 
eroorganismos a partir de muestras naturales, Se pueden in- 
vestigar reacciones específicas por este procedimiento esco- 
endo los medios y las condiciones de incubación selectivos 
рага unos microorganismos determinados, 

Descríbase en qué se basa el enriquecimiento para aislar 

Azotobacter propuesto por Beijerinck. 

{Por qué se añade sulfato (SOF) a la columna de Wino- 

gradsky? 

¿Qué es el sesgo en el enriquecimiento? 


puros») se pueden obtener de mu- 
maneras a partir de un enriquecimiento; los métodos 
empleados más frecuentemente son la siembra por estria 
өй superficie (en placa de Petri), la siembra en profundi- 
М (agar-shake) y la dilución en liqui los mi- 
Eervorganismos que crecen bien en medio de cultivo sólido 
agar), el método de elección es la siembra por estria 
igura 18.34), A partir de una población mixta, me- 

inte la siembra por estría se obtienen colonias separadas; 
piliendo esta técnica con una de estas colonias aisladas 
¡consigue un cultivo axénico, que puede ser transferido 


¡un medio líquido. Las placas sembradas de este modo 
lincubadas en las condiciones adecuadas (por ejemplo, 


Jarra anóxica para anaerobios, véase Sección 6.13) 
permiten aislar tanto microorganismos aerobios como 


¡método de siembra en profundidad consiste en la dilu- 
де un cultivo mixto en tubos de agar fundido; cuando 
Мараг solidifica, las colonias se desarrollan embebidos en el 
bo de agar en vez de en la superficie, como ocurre en la 
Siembra рог estría en placa (Figura 18.30). Es un método de 
utilidad para purificar determinados tipos de microor- 
anaerobios, por ejemplo, las bacterias fototróficas 
azufre y sulfato reductoras de las columnas de Wino- 
iky (vénse Figura 18.2), Es posible obtener cultivos axé- 
¡mediante diluciones sucesivas de una suspensión de cé 
jen tubos de agar fundido (Figura 1830). A partir de una 
crecida en el tubo de mayor dilución utilizada como 

lo, se puede volver a hacer otro banco de dilucione 

fal manera que se acabe obteniendo un cultivo axénico, 
“Un procedimiento similar sin usar agar es la dilución 
da de un inóculo en un medio líquido hasta que el tubo 
ubos finales de la serie no muestran crecimiento (véase 
184). Utilizando diluciones seriadas de diez en diez, 
ejemplo, el último tubo que muestre crecimiento tiene 
haberse originado a partir de 10 células o menos. Si se 


ЕГЕЈ Metodos de cultivo axénico, (a) Los microorganismos 
чое forman colonias en placas como las que se muestran aquí son por 
lo general muy (йсйев de puniar. Para el aislamiento де microorganis- 
тов angerobios aerotolerantes se pueden utilzar placas de Petr estan 
dar, pero incubadas en condiciones anóxicas inmediatamente después 
¿ola siembra en ostria. (o) Para el aislamiento де microorganismos anne- 
тоз estrictos, sensibles al oxigeno, se ига la técnica de siembra on 
¡profundidad en tubo, De derecha а izquierda se muestran las sucesivas 
diuciones que han dado lugar a colonias aisladas. Los tubos están se- 
lados con una mezcla de parafina y aceite mineral estériles para man- 
toner la апока. 


repite varias veces este proceso se obtienen cultivos axéni 
сов. Esta técnica se conoce como la técnica del número más 
probable (NMP) (véase Figura 18.4), y se ha usado para esti- 
mar el número de microorganismos en alimentos, aguas re- 
siduales y en otras muestras donde hay que evaluar ruti- 
nariamente el número de células. Se puede hacer con 
medios altamente selectivos y condiciones de incubación 
dirigidos a uno о a un pequeño grupo de organismos, como 
por ejemplo un determinado patógeno, o usando un me- 
dio complejo para obtener una estimación del número to- 
tal de células. 

Соп independencia del método utilizado para purifi- 
car el cultivo, una vez obtenido un supuesto cultivo axé- 
nico es esencial comprobar su pureza. Se utiliza para ello 
una combinación de técnicas microscópicas, observación 
de las características de la colonia en placas, o en siembras 
en profundidad en tubo, y comprobación del crecimiento en 
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extinción» о análisis del número más probable (NMP). A un medio de 
cultivo selectivo se le añade un cultivo de erriquecimiento o una mues- 
tra natural de agua, suelo, etc., y se hace un banco de dilución. El úl- 
timo tubo que muestra crecimiento (өп el ejemplo es la dilución 10 °) 
debe de haberse desarrollado а partir de 10 células o menos. Para ob- 
tener cultivos axénicos se usa como Inéculo la mayor dilución que 
muestro crecimiento y se repite el procedimiento. Para una estimación 
del número de un tipo determinado de bacterias de una muestra, el 
потег más probable se define como la dilución más elevada que 
muestra crecimiento, Si el medio utilizado fuera muy selectivo para 
bacterias reductoras de sulfato, por ejemplo, зе podría conclulr que 
hay entra 10 *-10 * células recuperables de өзө organismo por gramo. 
de muestra. El empleo de varios tubos replicados por cada dilución 
proporciona mayor exactitud en el NMP final obtenido. 


medios donde el microorganismo que nos interesa aislar 
crece muy poco, pero que favorecen el crecimiento de los 
microorganismos acompañantes. La observación micros- 
©брїса de un solo tipo morfológico de célula, junto con unas 
características uniformes de la colonia y ausencia de con- 
taminación en test con diversos medios de cultivo, puede 
tomarse como prueba de que un cultivo es AYénico (puro). 


Cultivos axénicos de alta tecnología: 

las pinzas de láser 

Además de los métodos clásicos descritos, los avances tec- 
nológicos han permitido la utilización de nuevas herra- 
mientas para la obtención de cultivos axénicos; una de ellas 
son las pinzas (ópticas) de láser. 

Las pinzas de láser consisten en un microscopio óptico 
invertido equipado con un láser infrarrojo enfocado con 
precisión y un instrumento de micromanipulación (véase 
Figura 18.5). Una célula individual del campo de visión es 
atrapada por el haz de rayos láser y separada del resto de 
microorganismos. La célula queda atrapada porque la fuer- 
za creada por el láser empuja hacia abajo los objetos pe- 
queños (como las células microbianas) y los mantiene en el 
lugar; cuando el haz de láser se desplaza, las células atra- 
padas se mueven junto con él. Si la muestra está en un tubo 


Mezcla de células 


Pinzas de láser para ol aislamiento de bacterias. (a) 
Principio de las pinzas Ópticas. Un haz de rayos láser fuertemente en- 
focado sobre un objeto tan pequeño como una célula bacteriana, cres 
fuerzas de radiación descendentos (F,, F,) sobre la célula, que permi- 
ten su desplazamiento өп cualquier dirección mientras estê sometida 
ıa la fuerza del haz de rayos lánor. (b) Aislamiento. El haz de rayos láser 
puede enfocarse sobre una célula individual presento on la mezcla de 
un tubo capilar, atraparía ópticamente y separarta (en el ejemplo, а cê- 
Ма olegda se desplaza de derecha а izquierda) de las otras cólulas, Una 
vez que esa célula se ha separado lo suficiente de las otras, зе corta ol 
сарам, se desconecta el láser y la cólula se coloca en un tubo de medio 
están 


capilar, se atrapa una única célula que después se aísla 
rompiendo el tubo en un punto entre la célula y el resto de 
la población. La célula recogida se introduce entonces en 
un tubo pequeño de medio estéril para iniciar su creci- 
miento como un cultivo axénico (véase Figura 18.5). 

La tecnología de pinzas de láser es especialmente útil 
para el aislamiento de bacterias de desarrollo lento, que 
pueden ser superadas por el desarrollo rápido de otras po- 
blaciones en los cultivos de enriquecimiento típicos, о para 
los organismos presentes en números tan bajos que podrí- 
ап perderse con los métodos de enriquecimiento a partir 
de dilución. Y, junto con el uso de tinciones específicas ca- 
paces de identificar organismos determinados en un cam- 
ро del microscopio (vénse Sección 18.4), las pinzas de láser 
se emplean para seleccionar organismos a partir de una 
mezcla para su purificación y posterior estudio en el labo- 
ratorio. 
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/ 18.2 Revisión de conceptos 


А partir de un cultivo de enriquecimiento, se puede obtener un 
cultivo axénico mediante diversos procedimientos microbioló- 
picos convencionales, entre ellos, la siembra en estría por ago- 
tamiento en placa, la siembra en profundidad y las diluciones se- 
fiadas. Las pinzas de láser permiten «atrapar» una célula de un 
campo microscópico y alejarla de otros microorganismos acom- 
pañantes. 


/ ¿En qué se diferencian los métodos de siembra en profun- 
didad y de siembra en estría para el aislamiento de colo- 
nias? 

/ Enla técnica del NMP (véase Figura 18.4), digase por qué el 
número real de células por muestra probablemente estará 
entre el recíproco de la dilución más elevada que muestra 
crecimiento y la siguiente dilución. 

Y ¿Cómo se puede aislar una bacteria de morfología singular 
presente en números relativamente bajos en un cultivo de 
enriquecimiento? 


И ANÁLISIS MOLECULAR DE LAS 
COMUNIDADES MICROBIANAS 


Los ecólogos microbianos con frecuencia quieren cuantifi: 
sar las células de un hábitat microbiano, o conocer qué cla- 
se de organismos están presentes y en qué número. Ésta in- 
formación proporciona detalles de la dinámica de un 
ecosistema y de los organismos significativos desde el pun- 
lo de vista ecológico, La tinción celular ayuda a obtener 
ов números y vamos a detenernos en algunos de ellos. 
En medios naturales, los organismos también pueden de- 
Iectarse por ensayo de sus genes. Los genes que codifican о 
Меп RNA ribosómico (véanse Secciones 11.4 y 11.8) o bien 
un proceso metabólico específico son los objetivos típicos de 
isos estudios que vamos a trata, junto con los métodos de 
prospección de genes» 


mediante técnicas de tinción 


Та microbiología ha ido desarrollando a lo largo de los años 
métodos de tinción muy diversos; algunos de ellos son 
apropiados para la cuantificación de microorganismos de 
nuestras naturales, Aunque estos métodos dicen poco acer- 
a de la composición fisiológica o filogenética de las po- 
Dlaciones, se usan ampliamente y proporcionan informa- 
ûn fiable cuantitativa sobre el múmero total de células en un 
hábitat particular. 


Tinción fluorescente con DAPI 

Паз tinciones fluorescentes se han usado mucho para teñir 
microorganismos en hábitat opacos. El colorante DAPI 
EW! -diamido-2-fenilindol) se utiliza con frecuencia para 
ste propósito; las células teñidas con DAPI presentan fluo- 
escencia azul brillante y son muy fáciles de ver y enume- 
[шг (oêıse Figura 18,6). La tinción DAPI se emplea para la 


4 


і 


ЕП сено de Escherichia сой muorescentes después de 
haber sido teñidas con DAPI. Esta técnica do tinción se emplea fra- 
cuentemente para recuentos microbianos totales, 


enumeración de microorganismos en muestras сїй 
ambiente y de alimentos 

Dependiendo de la muestra, la tinción con colorantes 
fluorescentes no específicos puede representar un proble- 
та, pero el DAPI, que tiñe ácidos nucleicos, no suele reac 
cionar con la materia inerte. Por tanto, para muchas mues- 
tras de suelo y agua, la tinción con DAPI proporciona una 
estimación razonable del número de células presente, Para 
muestras acuáticas, las células se tiñen en la superficie de 
un filtro después de haber filtrado un volumen determina- 
do de líquido. Estas técnicas sencillas tienen la ventaja de 
по ser específicas (tiñen todos los microorganismos de una 
muestra), pero con el inconveniente de que no diferencian 
entre células vivas y muertas, ni permiten el rastreo de or- 
ganismos específicos en el ambiente. 


Tinción de viables 

Se ha desarrollado una tinción con colorantes fluorescentes 
que diferencia entre células vivas y muertas. Esto propor- 
ciona información no sólo del número de organismos de 
una muestra sino también de su viabilidad. Esta distinción 
se basa en la integridad de la membrana citoplasmática ce- 
lular. А la muestra se añaden dos colorantes, verde y rojo; 
el colorante fluorescente verde penetra en todas las célu- 
las, viables o по, mientras que el rojo, que contiene yoduro 
de propidio, penetra sólo en aquellas células cuya mem- 
brana ya no se encuentra intacta y, por tanto, están muer- 
tas. Las células verdes estaban vivas y las rojas muertas, lo 
que ofrece una evaluación instantánea de la viabilidad (oéa- 
se Figura 18,7). Este método se utiliza con cultivos bacte- 
rianos de laboratorio, pero no es adecuado para el examen 
microscópico de hábitat naturales debido a problemas de 
tinción inespecífica de los materiales inertes. 


Anticuerpos fluorescentes 

Las técnicas de tinción con sustancias fluorescentes pueden 
hacerse más específicas соп el empleo de anticuerpos flo- 
rescentes. En la Sección 24.8, se tratará la base teórica de la 
tinción con anticuerpos fluorescentes, La gran especifici- 
dad de los anticuerpos frente a los constituyentes de la su- 
perficie de un organismo particular puede explotarse para 
identificar о rastrear un organismo en un hábitat complejo; 
por ejemplo, suelo о una muestra clínica que contenga una 


cas, del 
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muertas (rojas) de Micrococcus luteus (cocos) y Bacillus cereus (bac 
los) teñidas por el método de tinción LIVE/DEAD (vivas/muertas) Bac 
Light! de viabilidad bacteriana, 


mezcla de muchos organismos (véase Figura 18.8). El méto- 
do requiere la preparación de anticuerpos específicos contra 
los orga interesan, lo cual es largo y laborioso, 
Sin embargo, para el caso de microorganismos de impor 
tancia clínica, se dispone comercialmente de anticu 
de alta especificidad, por lo que son utilizados en 


гроз 
в labo 
ratorios microbiológicos clínicos (vémse Sección 24.8 y Fi 
gura 24.16) 


Proteina fluorescente verde para el etiquetado 
celular 
Las células bacterianas pued 
nicas de ingeniería genética para volverlas fluorescentes. 
Como se indica en el Capítulo 31, en el genoma de cual- 
quier bacteria se puede insertar un gen que codifica una 
roteína fluorescente verde (СЕР, green fluorescent protein). Al 
expr las células que contienen la СЕР aparecen de 
color verde cuando se observan con un microscopio de luz 
ultravioleta (véase Figura 18.9), 


п ser alteradas mediante téc 


ura Etiquetado celular con anticuerpos fluorescentes. Me- 
diante la técnica de anticuerpos fluorescentes se observan microcolo- 
nias bacterianas las células aparecen como puntos verde-amarilentos) 
y la arquea hipertermófla Sulfolobus acidocaldarius en la superficie de 
partículas del suelo de una solfatara. Las cóllas miden alrededor de 
1 um de diámetro. 


Celulas de Pseudomonas fluorescens modificadas por 
ingenieria genética que expresan la proteína verde fuoreacento (GFP), 
observadas por microscopía láser confocal (ибаве Sección 4.2). Las 
células están adheridas a raices de cebada y presentan fluorescencia 
де color verde. Las células teñidas de azul воп райе de la biota nor 

mal de las raices de cebada y se han teñido con el colorante inespe- 

©йсо DAPI (véase Sección 18.3 y Figura 18.6). El uso dela GFP permita 
rastrear las celulas introducidas en el ambiente, 


Aunque no resulta útil para el estudio de poblacion 
naturales (porque estas células carecen del gen GFP), las 
células etiquetadas con СЕР se pueden introducir en un me- 
dio, como las raíces de las plantas (Figura 18.9), y seguir 
соп el microscopio la cepa etiquetada. Con este método, los 
ecólogos microbianos pueden estudiar їп situ la competen: 

a microbiota nativa y la cepa con СЕР 
el efecto de la perturbación en el am- 
biente. La GFP también se ha usado ampliamente en culti 
vos de laboratorio como gen «indicador» (reporter). Cuan: 
do se fusiona con un operón bajo el control de un represor 
específico, el control transcripcional de los genes se puede 
estudiar por fluorescencia. Es decir, cuando se transcriben 
los genes que contienen el gen GFP fusionado, también lo 
hace el gen GFP. Tras la traducción de la proteína fluore 
cente verde, las células muestran una fluorescencia de co- 
lor verde (ase Sección 31.4). 


Limitaciones de la microscopía 

Con todo lo expuesto, debería quedar claro que la micros 
copia es un valioso instrumento para la enumeración € 
identificación de microorganismos en muestras naturales, 
Pero cabe preguntarse si el microscopio es suficiente para 
el estudio de los microorganismos en sus hábitat naturales, 
La respuesta es «no», y lo es por varias razones. El princi 
pal problema pueden ser las células pequeñas. Cuando se 
observan muestras naturales, los procariotas muy pequeños 
pueden pasar inadvertidos, especialmente si la muestra 
contiene mucha materia orgánica o números elevados de 
células grandes. También suele ser difícil diferenciar entre 
células vivas y muertas y la materia inerte. 
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Sin embargo, el principal inconveniente del microsco- 
pio y de las tinciones es la imposibilidad de evaluar la di- 
versidad genética de los microorganismos en un hábitat 
natural. А este respecto, es fácil ser engañado por la obser- 
vación microscópica, Por ejemplo, dos células bastante 
similares morfológicamente pueden, de hecho, ser gen 
camente muy distintas (véase Figura 18.10) y, por tanto, de- 
sempeñar funciones diferentes en el ecosistema. Efectiva- 
mente, cuando se usa el microscopio en estudios ecológicos, 
se debería recordar el viejo refrán de que «no es oro todo lo 
que reluce». Cuando se observa una población natural de 
microorganismos en el microscopio, tendríamos que ser 


b 


ТИЦ voroiosa y aversidad genética. Las dos totos del 
тело campo de células, (a) microscopía de contraste de fase y fb) tin- 

бо Nogenética(vñase Sección 18 4) Aunque las clas ovaladas gran- 

¡des tienen una morfología y tamaño poco comientes en procariotas, y 
parecen similares por microscopía de contraste de fases, la tinción flo- 

genética revela que son dos tipos distintos genéticamente. La simple. 
Gbservaciûn por microscopía óptica de muestras naturales tiene өп con- 

¡secuencia que interpretarse con cautela, ya que es fáci suponer que 
odas las células de morfología poco frecuente de un solo campo т 

êscépico son el mismo organismo. Las cálulas ovales teñidas de azul 
баталїо tienen alrededor de 2.25 ym de diametro. 


conscientes que la muestra contiene una población de cé- 
lulas genéticamente diversas, incluso aunque muchas de 
ellas «parezcan» que son la misma. 

Así, aunque el microscopio sea importante para el ecó- 
logo microbiano, tiene que complementarse con métodos 
de cultivo o moleculares, preferiblemente ambos, si se quie- 
re entender bien la ecología de un ecosistema microbiano. 
Los métodos moleculares se basan en genes diana (target) 
específicos ligados con un microorganismo en particular; 
la detección de estos genes permite inferir la presencia del 
organismo. A continuación, se tratan estos métodos mole 
culares, en algunos de los cuales también interviene la mi- 
croscopia (véase Figura 18.10) 


/_18.3 Revisión de conceptos 


El DAPI es un colorante genérico para la identificación de mi 
ismos en muestras naturales. Algunos colorantes dife- 

vivas y muertas, Т 

nticuerpos fluorescentes específicos para una 

а un pequeño grupo de células relacionadas, La pro 

fluorescente verde сопун 


bién se pueden pre- 


A diferencia de los cultivos axénicos, en mu 


rales las células que son similares morfológic 


diferentes. 


completame 

/ ¿Por qué es incorrecto decir que la СЕР es un método de 
tinción»? 

/ Sobre la base de 
colorantes como 


ЕШ Tinciones genéticas 


Las sondas de ácidos nucleicos son un poderoso instru: 
mento para identificar y cuantificar microorganismos en la 
naturaleza. Recuérdese que una sonda de ácido nucleico es 
un oligonucleótido de DNA o RNA complementario a una 
secuencia en un gen diana (vénse Sección 10.12), Como se 
ha discutido en la Sección 11.6, algunas sondas de oligo- 
nucleótidos pueden hacerse fluorescentes mediante colo- 
rantes; estas sondas fluorescentes pueden utilizarse para 
identificar organismos que contienen una secuencia de áci- 
do nucleico complementaria. La técnica se conoce como hi 
bridación fluorescente in situ (FISH, fluorescent in situ 
hybridization, vénse Sección 11.6), de la que describimos а 
continuación tres aplicaciones. 


especificidad, ¿en qué se diferencian los 


DAPI de los anticuerpos fluorescentes? 


Tinción filogenética con FISH 
Los colorantes filogenéticos son oligonucleótidos fluorescen- 
tes complementarios en la secuencia de base a las secuen- 

el TRNA 165 (en procariotas) о 185 (en 
eucariotas) (réase Sección 11.6). Los colorantes filogenéti 
соз penetran en la célula, donde hibridan con el RNA ribo- 
sómico directamente en los ribosomas (Figura 18.11). Como 
se han identificado sondas filogenéticas signatura para es- 
pecies microbianas individuales, así como para dominios 
enteros de organismos, el grado de especificidad de un 
colorante filogenético puede controlarse mediante la se- 


5 «signatura» 
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Гер 


очно тетт ита 
negativos del dominio Bacteria estrechamente relacionados. quercia, mirografa de conste de fases cio una тегов do Proteus pulga у una 
bacteria relacionada aislada de un insecto. Centro, el mismo compo tenido con una sonda de (МА 198 especiica para lodos los тели del 
dominio Bacteria. Derecha, el mismo campo tefido con una sonda especifica para la bacteria aisada de un insecto, En ambon canos ls cd 
las miden alrededor de 08 ут de ато 


cuencia de la sonda fusionada al colorante. La FISH per- pía confocal (vénse: 
mite identificar o rastrear un or 
grupo de organismos rela 


ección 32), es posible incluso, explorar 
anismo particular (o un poblaciones microbíanas en una muestra que tenga profin 
'onados, dependiendo de la es- didad, como por ejemplo un biofilm (véanse Sección 19.3 y Fi 


pecificidad de la sonda). guras 18.12 y 19.4). Las aplicaciones de la tecnología FISH 
Las muestras naturales pueden estudiarse también me- parecen ser muy numerosas, por lo que se ha hecho muy 
diante sondas filogenéticas múltiples por FISH. Соп una se- — popular en ecología microbiana como herramienta para 


rie de sondas, cada una de las cuales está diseñada parare- identificar organismos patógenos específicos en la indus- 
accionar con un organismo o grupo particular y contiene гіа alimentaria y en el diagnóstico clínico, 
su propio colorante fluorescente, la técnica FISH puede ca 


racterizar filogenéticamente un hábitat completo (véase Fi- Tinción de cromosomas y transcripción inversa 
gura 18,12). Si se combina la técnica FISH con la microsco- о situ 


Otras técnicas de FISH son la tinción de cromosomas y la trans. 
cripción inversa in situ. La primera se emplea para identificar 
genes específicos de la microbiota de muestras naturales, 
mientras que la segunda se dirige a un mRNA específico (es 
decir, a genes expresados). 

La tinción de cromosomas se inicia con el marcado fluo- 
rescente de una sonda de oligonucleótidos o del gen com- 


| очта тето TTT milpa en muestras de aguas 
residuales para evaluar la diversidad microbiana. (a) Bacterias нса де 
aguas residuales, En rojo, bacterias xidadoras de amoniaco (NHs = NO) 
en verde, bacterias oxidadoras de nitritos (NO; — МО; ). Nótese que el 
bn hecho de que los dos lipo metabólicos estén tan juntos permita la aimen- 

tación cruzada de NO; . o) Micrografia ши confocal de rastreo де una muss 
tra de fango de aguas residuales. La muestra fue tratada con ros sondas 
Fogenéticas, cada una con un colorante fuorescente distinto erde, jo o 
púrpura), y cada una destinada a un grupo dilererts de proleobactoras (uno 
de ls principales inajs dol dominio Bacteria, véase Саро 12) Las вы 
las eficds де verd, rojo o púrpura reaccionan sólo con una sorda, mientras 
que las que están tenias de azul amarlo resccionan соп dos sondas para 
dar loscserentes colores. La diversidad genética de esta muestra resul 
obvia por los muchos colores, pero hay que considerar que las sondas Ju 
ron diseñadas para reaccionar con un grupo relativamente restringido де pos 
teobacterias. las Archaoa (dase Capitulo 13) гі оов grupos de Dacia 
(véase Capitulo 12, зе pondran de manifesto өп estas condiciones, Por con. 
Siguiente, la diversidad genética real de la muestra es, sin duda, mucho mayor 
® que ia que aparece aquí 
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ШТ Técnicas de fluorescencia que ampiédh tinción de 
eromosomas bacterianos y transcripción inversa in situ (SRT). (a) Tin- 
бп de cromosomas. Mezcla de células de Escherichia 
Ozeanospinilum linum (azul. Cada colorante fluorescente se unió a 
úlonucieótidos de ОМА formados a partir del DNA genómico de los 
Inspectivos organismos. Detido a las diferencias significativas de se- 
cuencia en el genoma de cada organismo, los genes marcados sólo se 
[Маал con el DNA genómica de sus organismos respectivos. (b, с) 
ISRT Las dos fotos muestran un cultivo mixto de las bacterias Micro- 
Buble hyarolyticus (bacilos gruesos y cortos) y Sagituia stellata (ba 
¡elos delgados y largos). La transcripción inversa (ивазе Sección 9.12) 
ðe un MANA especifico producido sólo por M. hyaroiyticus do lugar 
¡nun cDNA que fue amplificado posteriormente por PCR e hibridado 


cada con fluorescencia. 1) Todas las células están 
Тезе con DAPI, una tinción inespecifica (véase Figura 18.6). (c) Cé- 
Ius teñidas con una sonda ISRT. La información proporcionada por 
æa técnica es útil para conocer qué organismols) de una comunidad 
mierobiana Поуп) а cabo actividades metabólicas especificas 


pleto, de un conjunto de genes, o incluso de un genoma 
completo digerido para obtener sondas pequeñas. Las son- 
das se utilizan entonces para averiguar qué organismo(s) de 
una muestra contiene(n) el gen o los genes presentes en la 
sonda(s) (véase Figura 18.130). Por ejemplo, la tinción de 
cromosomas es útil para identificar bacterias que contienen 
genes específicos, como los que codifican la nitrogenasa, 
responsable de la fijación de nitrógeno (vénse Sección 17.28), 
los componentes del centro de reacción fotosintético (véase 
Sección 17.4), o vías autotróficas específicas ( 
nes 17.6 y 17.7). Los números de células fluorescentes en 
cada caso darían una estimación de las bacterias fijadoras 
de nitrógeno, fototrofas o autotrofas, respectivamente, en 


fanse Seccio- 


una muestra natural 

Ad anterior, la transcripción inver- 
ва in situ (ISRT, in situ reverse transcription) busca si un orga: 
nismo está expresando un gen o genes determinados en la па. 
turaleza en un momento determinado (véase Figura 18.13) y 
). El método utiliza una sonda que hibrida con un mRNA 
específico previam 


ferencia de la técnic 


nte transcrito por las células en una 

a sonda reacciona, tiene lugar la trans- 
cripción inversa (véase Sección 9.12), produciendo un DNA 
complementario que es amplificado por la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (véase Sección 10.17), Final 
mente, el DNA amplificado reacciona con una sonda fluo- 
rescente (vease Figura 18.130 y с). La principal v 
FISH con ISRT sobre la tinción de cromosomas es que per 
mite al investigador explorar los ontrolan la 
expresión génica en poblaciones naturales y observar cómo 


muestra. Una vez que 


¡ctores que 


las alteraciones experimentales en una muestra afectan a la 
transcripción de genes específicos. 


/_18.4 Revisión de conceptos 


Diversos métodos 


de tinción fluorescente utilizan el poder de las 
sondas de ácidos nucleicos para incrementar la especificidad de 


la tinción. Entre ellos están la tinción filogenética, la tinción de 


cromosomas y la transcripción inversa con hibridación fluores- 


cente in situ (FISH-ISRT) 


¿Qué parte 


de la célula es la diana en las sondas fluores- 


en las técnicas filogenéticas FISH? 

Y La tinción de cromosomas y la técnica FISH-ISRT propor 
conan diferente información sobre las células en la natura: 
leza. Explíquelas 


PCR: relacionando genes 
específicos con organismos 
específicos 

Muchos estudios en ecología microbiana no necesitan ais- 
lar los organismos, ni siquiera identificarlos por microsco 
pla con las tinciones descritas en las Secciones 183 y 184, 
A menudo, el objetivo de un estudio es evaluar la biodi 
versidad de un hábitat sin emplear técnicas de cultivo, ni 
observar células, Con este objetivo, se han aislado y carac 
terizado genes específicos como medida de la biodiversi 
dad de la comunidad microbiana. Como los genes especi 
ficos están ligados frecuentemente a organismos espec 
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la detección del gen implica la presencia del organismo. Las 
principales técnicas en este tipo de análisis de comunidades 
microbianas son la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), la electroforesis en gel desnaturalizante en gradien- 
te (ОССЕ) la clonación molecular y la secuenciación y aná- 
lisis del DNA. 


Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

y análisis de la comunidad microbiana 

El principio de la PCR se ha tratado en el Capítulo 10 (гёл- 
se Sección 10,7), Debe recordarse que los pasos principales 
de la PCR son: (1) una sonda de ácido nucleico hibrida una 
secuencia complementaria en un gen diana, (2) la DNA 
polimerasa copía el gen diana y (3) se consiguen múltiples 
copias del gen diana mediante ciclos sucesivos de separa- 
ción de las cadenas de DNA, unión de los cebadores y nue- 
va síntesis (vénse Figura 1045). А partir de una sola copia de 
un gen, se pueden obtener varios millones de copias y el 
ОМА amplificado puede observarse en un gel (véase Figu- 
ra 18.14) 

¿Qué genes pueden usarse como diana? Un gen que se 
amplifica frecuentemente es el que codifica el КМА ribosó- 
mico 165. Recuérdese que el análisis de la secuencia de ge- 
nes rRNA 165 se puede usar para establecer relaciones fi- 
Togenéticas (tise Sección 11,7 y Figura 11.13). De la misma 
forma, el análisis de la secuencia de genes de rRNA 165 am- 
plificados a partir de una comunidad microbiana puede 
ofrecer una imagen filogenética de esa comunidad (vénse 
Figura 18.14). De manera alternativa, también pueden ser 
dianas los genes metabólicos que codifican proteínas par- 
ticulares del metabolismo de un organismo específico (о de 
un grupo de organismos relacionados). Con independenci 
del gen (o genes) escogido para la amplificación por PC 
es imprescindible que los cebadores tengan una elevada es- 
pecificidad, Si la fuente de DNA es una muestra natural, el 
diseño de los cebadores es crítico para que los resultados по 
sean ambiguos y difícilmente interpretables. 

En un ejemplo típico, el DNA total de la comunidad del 
hábitat que se quiere estudiar (Figura 18.144). Se dispone de 
reactivos comerciales (kits) con el fin de obtener un DNA 
puro, віп restos de sustancias de la muestra que podrían in- 
terferir con la PCR (por ejemplo, suelo, metales y otros com- 
ponentes físicos y químicos del hábitat). El DNA obtenido 
ез una mezcla del DNA genómico de todos 10% microorga- 
nismos presentes originalmente en el hábitat (oénse Figura 
18.140). La tarea de la PCR es «capturar» el gen o los genes 
diana que interesan en esta mezcla y hacer las copias sufi- 
cientes para análisis posteriores. 

En la Figura 18,14, se muestra la secuencia del análisis 
molecular de una comunidad microbiana a partir de una 
muestra ambiental. El resultado final son bandas del gen 
diana en un gel (véanse Figuras 18.14 y 18.15). El hecho ideal 
es la aparición de una sola banda de una muestra dada (el 
tamaño del fragmento DNA amplificado viene determina- 
Чо por la distancia entre los cebadores, véase Figura 1045). 
Si el objetivo fundamental es la secuenciación, los produc- 
tos de la PCR, que por lo general son una mezcla de las va- 
riantes del gen diana presente en la muestra, tienen que po- 
der diferenciarse, Un método clave en la separación de 
productos de la PCR es la electroforesis en gel desnaturalizan- 
te en gradiente, que se trata a continuación. 


е 


стц Pasos өп el análisis de la biodiversidad de una co- 
microbiana mediante sondas flogenéticas. la) Se utilza el ОМА 
total de la comunidad para amplificar los genes del rRNA 185 utlizando. 
csbadores (primers) universales conservados para microorganismos del 
dominio Bacteria, o cebadores que se unirán sólo a ип determinado flum 
де! dominio Bacteria. Las bandas producidas por la РСА se cortan y los 
dilerentes genes (МА 155 se separan о por clonación о por DGGE 
(véase Figura 18:15). Nótese que en el gel de DGGE, las muestras 1, 2 y 
4 comparten una banda (gen), mientras que las número 2 y 3 contienen 
una banda exclusiva. A part de las secuencias obtenidas, se construye 
lun árbol flogenêtico. (Б) Ejemplo de árbol Mogenético que podría obte- 
nerse usando cebadores especificos para el linaje «Gram positivo de 
bajo GC- del dominio Bacteria, que incluye las especias de Bacillus y 
Clostridium (véase Sección 12:21). Nótese que muchas de las secuen- 
cias по muestran homología con la secuencia del rRNA 168 de ninguna 
especie conocida, por lo que, en consecuencia, son especies «nuevas» 
«п espera de ser aisiadas. 
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[aur 1a 1s vais por PGR y DGGE создадоа Sa ане al 
DNA total de una comunidad microbiana y se ampló por POR usar- 
lb cebadores para genes rRNA 165 del dominio Gacteria a: bandes 
ТУВ Los productos де la PCR dan una única banda, pero rela 
lio constan de seis secuencias distintas де ganes ЯМА 165, como de- 
muestra la ОС GE o: bandas 1 у 8) Cada una de otas sais andas so 
ca y roan pica por POR (a: bandas 2-7), y después ве somete de 
Мемо а DGGE (b: bandas 2-7). Nótese que en el gel de la PCR (a) 
Todas ias bancas estan en la misma posicion. уа que aunque ciferon 
lan ia secuencia tienen el mismo lamao. Después cada banda podra 
Болса y зе generara оп árbol openátco, como se muestra 
n ia Pigura 18.14 


Electroforesis en gel desnaturalizante 
en gradiente (DGGE): separación de genes 
similares 
La amplificación por PCR con up conjunto de cebadores da 
Tigar generalmente a una única banda de gel que contiene 
Ulragmentos de DNA amplificado de un solo tamaño (ике 
ira 18.14 y 18.15), A pesar de su aparente pureza, la ban- 
puede contener un número elevado de genes muy rela- 
tados, pero no idénticos. Esto sucede porque aynque los 
аге donde se unen los cebadores del gen diana están 
Шу conservados, la secuencia de nucleótidos entre esos lu- 
ws де unión puede varíar como resultado de la divergen- 
evolutiva del gen diana en las diferentes especies. Para el 
sis filogenético de las secuencias de los genes amplifi- 
y se necesita un paso extra para distinguir las formas 
ites del gen antes de iniciar la secuenciación. Un mé 
¡para hacerlo es mediante la clonación molecular (обан- 
Figura 18.14 y Sección 10.14). Otra posibilidad es la elec- 
Яз en gel desnaturalizante en gradiente (DGGE). 
La DGGE es un método de electroforesis en gel que se- 
los genes del mismo tamaño que difieren en la secuen 
de bases (Figuras 18.14 y 18.15). La técnica utiliza un 
iente de una mezcla de urea y formamida que desna- 
liza el DNA. Un fragmento de DNA bicatenario se des- 
га por el gel y cuando llega a una determinada concen- 
ûn «desnaturalizante» las cadenas de DNA se separan 
fei desplazamiento se interrumpe (Figuras 18.14 y 18,15). 


Las diferencias en las propiedades de separación de las ca- 
denas depende en gran parte de las diferencias en la se- 
cuencia de bases. Por tanto, las bandas observadas en un gel 
de ОССЕ con formas diferentes de un gen determinado 
que varían, a veces muy poco, en sus secuencias. 

Las bandas individuales obtenidas por ОССЕ se pueden 
cortar y secuenciar (véase Figura 18.14). Con genes del RNA 
165, por ejemplo, el análisis por ОССЕ proporciona una vi- 
sión detallada del número de filotipos (genes rRNA 165 dis- 
tintivos) presentes en el hábitat (véase Figura 18,15), Se- 
cuenciando estas bandas, es posible determinar las especies 
presentes en la comunidad por comparación de las se- 
cuencias de las especies conocidas disponibles a partir de 
bases de datos apropiadas (Figura 18.146). Con otros genes 
(por ejemplo, genes metabólicos) se obtiene información 
acerca del número de tipos diferentes de organismos pre- 
Sentes en la comunidad que contiene el gen específico. Pero 
incluso sin secuenciar las bandas, el análisis por DGGE re- 
vela la biocomplejidad de un hábitat con respeta a un gen 
específico (Figuras 18.14 y 18.15), y también se puede em- 
plear para otros análisis de la comunidad, como los enri- 
quecimientos y la FISH (vénse Secciones 18,1 y 18.4). 


Resultados del análisis filogenético de la PCR 
El análisis filogenético por PCR de las comunidades mi- 
crobianas ha dado resultados sorprendentes. Con el rRNA 
165 como gen diana, se ha comprobado que la mayoría de 
comunidades microbianas contienen varios organismos fi- 
logenéticamente distintos, cuyas secuencias de RNA ribo- 
sómico no se emparejan con ninguno de los cultivos de 
laboratorio (véunse Figuras 18.14 y 18.15). De hecho, en mu- 
chos casos en los que se han refinado estos métodos para 
permitir tanto análisis cualitativos (para responder а la pre- 
gunta «¿quién hay аһ?» ), como cuantitativos (saber «cuán- 
tos hay de cada tipo»), ¡resulta que los miembros más abun- 
dantes de las comunidades naturales son especies que hasta 
ahora no han podido ser cultivadas en el laboratorio! Este 
problema indica que nuestro conocimiento de la diversi- 
dad microbiana a partir de los cultivos de enriquecimien- 
toes todavía muy incompleto y que el enriquecimiento pre 
senta sesgos (vénse Sección 18.10), lo cual Supone un serio 
problema para los estudios de biodiversidad. 


/_18.5 Revisión de conceptos 


La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para la 
amplificación de genes diana específicos, que son de utilidad 
еп los análisis ecológicos, como los genes rRNA 165 0 genes nie 
tabólicus clave. La electroforesis en gel desnaturalizante en gra- 
diente (ОСЕБ) se emplea para resolver las pequeñas o grandes 
diferencias en las distintas versiones de los genes presentes en 
las diferentes especies de una muestra natural. 

Z ¿Por qué se dice que la especificidad del cebador es la cla- 
ve del éxito de una PCR? 

4 ¿Qué puede concluirse del análisis por PCR/DGGE de una 
muestra que produce una banda mediante PCR y también 
una por ОССЕ? ¿Y si produce una banda por PCR y cuatro 
bandas por DGGE? 

4 ¿Qué hallazgo sorprendente ha surgido de muchos estudios 
moleculares de los hábitat naturales usando como gen dia- 
na el RNA ibosómico 165? 
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II MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD 


MICROBIANA EN LA NATURALEZA 


Empezamos este capítulo insistiendo en que los ecólogos 
microbianos se ocupan de la biodiversidad y de las activi- 
dades microbianas іл sifu, Hasta el momento, nuestra 
discusión se ha centrado en la biodiversidad. Volvemos 
ahora a la medición de la actividad microbiana, en parti- 
cular mediante la utilización de (1) radioisótopos, (2) mi- 
croelectrodos y (3) isótopos estables. 

Queremos reiterar que cualquier medición de la activi- 
dad en una muestra natural es una estimación colectiva del 
conjunto de la comunidad microbiana. A pesar de estas 
mitaciones, si las mediciones están bien diseñadas, se pue- 
den poner de manifiesto tanto los tipos como la tasa de las 
principales reacciones metabólicas en un hábitat. Junto con 
las estimaciones de biodiversidad, estos parámetros defi- 
nen la ecología microbiana de ese hábitat y también pro- 
porcionan una información valiosa para el diseño de culti- 
vos de enriquecimiento. 


Miss. 


En numerosas situaciones, la medida directa de las trans- 
formaciones químicas es suficiente para evaluar las que se 
producen en el ambiente. Por ejemplo, el destino de la oxi- 
dación de lactato por las bacterías sulfato reductoras en una 
muestra de sedimento es fácil de seguir; el lactato se con- 
sume y el SO” es reducido a H,S (Figura 18.160). Sin em- 
bargo, cuando se necesita una elevada sensibilidad, cuan- 
do es preciso determinar las tasas de recambio, o cuando 
hay que seguir el destino de parte de una molécula, los ra- 
divisótopos son muy útiles, Por ejemplo, en el caso de la 
fotoautotrofia, puede medir$t la incorporación de CO, de- 
pendiente de la luz en las células microbianas (Figura 
18.160). Si lo que interesa es la reducción de sulfato, puede 
medirse la tasa de conversión de 502 a Н; (véase Fi- 
gura 18.160). La actividad quimioorganotrófica se puede 
medir fácilmente evaluando а liberación de О, de cual- 
quier compuesto orgánico marcado con ЧС (Figura 18.164) 

Los métodos isotópicos son muy utilizados en ecología 
microbiana. Es preciso, зїп embargo, recurrir a controles 
apropiados, ya que siempre existe la posibilidad de que al- 
guna transformación de un compuesto marcado se deba a 
procesos estrictamente químicos (en vez de microbiológi- 
cos), El control con células muertas es esencial. Es absoluta- 
mente necesario demostrar que la transformación que se 
quiere medir es impedida por agentes químicos o por tra- 
tamiento con calor, que o bien bloquean la acción micro- 
biana o bien matan los organismos, El formol a una con- 
centración final del 4% se utiliza generalmente como 
esterilizante químico en los estudios de ecología microbia- 
na. Esta concentración de formol mata todas las células y la 
transformación de los materiales marcados radiactivamen- 
te que tiene lugar debe atribuirse a procesos no biológicos 
(Figura 18.164). 


Reducción de sulfato 


Control con formol 
(células muertas) 


| ооа тате Mocions ao ia actividad microbiana. (a) Ensayo qui- 
mico para lactato у H,S durante la reducción de sulfato. (b-d) Uno de 
isótopos radiactivos. (0 Medida de la lotosintesis en agua де mar con 
1400, с) Reducción de sultato өп tango medida con “50. (d) Pro- 
¡ducción de '“СО; а partir de glucosa marcada con МС. 


Microelectrodos 

Los ecólogos microbianos usan pequeños electrodos de 
cristal, denominados microelectrodos, para estudiar la ac- 
tividad de los microorganismos en la naturaleza, Los más 
utilizados son los que miden pH, oxígeno, N:O, CO;, Н, о 
HS. Como su nombre indica, son muy pequeños, y las 
puntas tienen un diámetro que oscila entre 2 y 100 jam (Fi- 


to) 


EZELI Nicroeieciroaos. (а) Esquema de un microsiectro- 
до de oxigeno. Obsérvese la escala del electrodo. (b) Foto de micro- 
electrodos usados en un tapete microbiano (véase Figura 18.182). 
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gura 18.174). Los electrodos se tienen que insertar cuida- 
dosamente en el hábitat utilizando un micromanipulador, 
dispositivo que permite un desplazamiento preciso en dis- 
tancias de un milímetro o menos (Figura 18.175). 

Los microelectrodos se han utilizado ampliamente en el 
estudio de la fotosíntesis y de las transformaciones quími- 
саз que se llevan a cabo en los tapetes microbianos. Estos ta- 
petes son comunidades microbianas estratificadas que 
normalmente 


ıs anoxigénicas, en las capas que están 
debajo (hasta donde llegue suficiente luz) y bacterias qui- 
micorganotrofas, especialmente bacterias sulfato reducto- 
тав, еп las capas inferiores (Figuras 18.175 y 18.18). Los ta- 
petes microbianos se pueden encontrar en distintos tipos 
де ambientes, tales como en las zonas intermareales y jun- 
toa fuentes termales (Figura 18.18). 

Los microelectrodos para O; permiten medir con gran 
¡precisión la concentración de oxígeno en los tapetes mi 
frobianos (Figura 18.185) o en las partículas de suelo (vén- 


Uilización de microslectrodos para al estudio de ta- 
microbianos. (a) Fotografía de una porción del tapete microbiano 
juna fuente termal Usado en el experimento que se muestra en (b). La 
Superior (verde oscuro) contiene cianobacterias (véase Sección 
por debajo de las cuales hay diversas capas de bacterias loto- 
anoxigánicas (colores anaranjado у amarillo), principalmente: 
(Véase Sección 12.35), El espesor total del tapete es de 


se Figura 192) a intervalos muy pequeños. Mediante un mi- 
cromanipulador, se pueden introducir los electrodos en un 
hábitat microbiano y tomar lecturas cada 0,1 mm (100 um) 
о menos (Figuras 18.17b y 18.18b). Con un banco de micro- 
electrodos, cada uno de ellos sensible a una sustancia q 
mica diferente, se miden simultáneamente varias conver- 
siones microbianas. La medida de la concentración de 
oxígeno y sulfuro suele tomarse conjuntamente, ya que en 
muchos ambientes microbianos se establecen gradientes de 
ambas especies químicas como resultado de la fotosintesis 
y de la reducción de sulfato, respectivamente (Figura 
18.180). Próximo a la zona donde se inicia la mezcla de O, 
y HS, la intensa actividad de las bacterias del azufre foto- 
tróficas y quimiolitotróficas (nase Secciones 122 y 124) lle- 
va el agotamiento de ambas moléculas, por debajo de la 
capacidad detectora de los microelectrodos (Figura 18.180). 


/_18.6 Revisión de conceptos 


La actividad de los microorganismos en los ambientes natura- 
les se evalúa con un alto grado de precisión con radivisótopos 
y/o con microelectrodos. En la mayoría de los casos, estas me- 
diciones son de la actividad neta de una comunidad microbia- 
та y no de la actividad de una población constituida por una 
sola especie. 

4 ¿Porqué son útiles los radioisótopos para medir la actividad 

de los microorganismos? 


Y ¿Cómo funciona un microelectrodo? 


ЕЕЕ ороз estables 


Muchos elementos químicos tienen diferentes isótopos, que 
difieren en el número de neutrones. Algunos son inestables 
y se degradan como resultado de la degradación radiacti- 
va. Otros, denominados isótopos estables, no son radiactivos 
y se utilizan para el estudio de diversas transformaciones 
microbianas en la naturaleza, 

Los dos elementos que han resultado de mayor utilidad 
para estudios con isótopos estables en ecología microbia- 
па son el carbono y el azufre. En la naturaleza, el carbono se 
encuentra principalmente сото С, y en pequeña canti- 
dad (alrededor del 5%) como "С, Lo mismo sucede con el 
azufre, cuya forma principal es ”S, pero también se en- 
cuentra en menor cantidad como *S. La diferencia en la 
abundancia natural de estos isótopos varía cuando el car- 
bono o el azufre son metabolizados por los organismos, 
porque (por razones relacionadas con la unión de los sus- 
tratos a la enzima) las reacciones bioquímicas tienden a 
vorecer al isótopo más зело. Es decir que, cuando estos ele- 
mentos intervienen en reacciones bioquímicas, sus isót 
más pesados son discriminados negativamente (Figura 
18.19). Por tanto, cuando el CO, es atrapado por un orga- 
nismo fototrofo, por ejemplo, el carbono celular se enrique- 
ce en С y se empobrece en "C, con respecto al carbono de 
referencia. Del mismo modo, el sulfuro producido por la 
reducción bacteriana del sulfato es más «ligero» que el de 

origen geoquímico. Este fenómeno se conoce como frac- 
cionamiento isotópico (Figura 18.19) 
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Sustrato de la enzima 


ASS 
Aa 


Mecanismo de fraccionamento волоро utizando 
Сото ejemplo el carbono. Aunque la relación entre la abundancia na- 
tural de CO, y CO, está en torno а 19:1, las enzimas que fan СО, 
lo hacen preferentemente con el isótopo más ligero (С). De esta 
forma, el carbono fijado aumenta la cantidad de 'C y disminuye la de 
13C en relación con el sustrato inicial. El grado de disminución de С 
e calcula como un fraccionamiento isotópico (véase el pie de la Figura. 
18:20 para el cálculo). El tamaño de las flechas indica la abundancia re- 
ама de cada isótopo del carbono. 


Carbono fijado 


Enzima 
fiadoca 
de CO, 


Fraccionamiento isotópico en ecología 
microbiana 

La composición isotópica de una muestra contiene un regis- 
tro de su actividad biológica pasada (Figuras 18.20 y 18.21). 
En el caso del carbono es fácil ver que la materia de origen 
vegetal y el petróleo (derivado de material biológico) poseen 


Carbonato marino 
CO, atmostérico Ш 


Plantas con ciclo de Camın MI 


Petróleo MI 
Metano 
A A 
Cianovactenas ШШШ 


Bacterias rojas del azutre ШШШ 
Bacterias verdes del azue ШШШ — 


Sectimontos marinos recientes MINI 
Rocas de 3600 milones de años ШВ. 
1 o, 
-80 70 60 50 40 0 20 10 0 m0 
EC Chd 


EMELE composición sotópica de carbono de varias sus- 


tancias. Los valores se dan en partes por mi 13.) у se calculan me- 
diante la батма 
(CC muestra) — (C/O estándar) „ 
a 1000 
La muestra estándar del С es el belerite de la formación rocosa 
РевОое (РОВ) Nótese que ol carbono fjado por юз organismos ato- 
tróficos está enriquecido en С. 


шпа composición isotópica similar; en ambos casos, el car- 
bono es isotópicamente más ligero que su forma estándar no 
biológica porque su fijación siguió una vía metabólica que 
discriminaba la forma más pesada, "CO, (Figura 1820). 
metano de origen microbiológico es extremadamente ligero, 
mientras que los carbonatos marinos son claramente de ori 
gen no biológico (Figura 18,19). Debido a las diferencias en 
la proporción de las formas ЗС y С еп el carbono de origen 
biológico y respectivamente, la relación isotópica 
"С/С de los estratos geológicos se utiliza para detectar la 
existencia de procesos biológicos en rocas antiguas, Es inte- 
resante observar que el carbono orgánico con una edad de 
3500 millones de años muestre signos de fraccionamiento 
isotópico (Figura 18.20), lo cual apoya la creencia de la exis- 
tencia de vida en aquel tiempo. 

El fraccionamiento isotópico tiene diversas aplicaciones 
en ecología microbiana. A partir del fraccionamiento de 
“5/5 es fácil reconocer en la naturaleza la actividad de las 
bacterias sulfato reductoras (Figura 18.21). Cuando se com- 
para con un estándar de sulfuro, el sulfuro sedimentario se 
encuentra muy enriquecido еп *S, mientras As el no bio- 
génico (por ejemplo, el de las rocas ígneas de depósitos vol- 
cánicos) es considerablemente más pesado (Figura 1821), El 
análisis de isótopos de azufre se ha usado también como 
prueba de la falta de vida o de procesos biológicos en la 
Luna. Por ejemplo, los datos de la Figura 1821 muestran 
que la composición isotópica del sulfuro en las rocas luna- 
res se aproxima a la del estándar (meteorito) y no a la de 
origen El conocimiento de los fraccionamientos en 
la reducción de sulfato y en la subsiguiente oxidación de 
sulfuro por bacterias quimiolitotrofas o fototrofas permite 
el seguimiento de algunos pasos importantes del ciclo del 


7 
| роста 1.21 Resumen de la geoquinica sotópica del azutre. con 
Indicación del margen de valores para 35 y 228 en varias sustancias 
que contienen azutre. Los valores se dan en partes por mil (3) y se cal- 
culan mediante la тда 


("5/98 muestra) — (°5/°5 estándar). ¿999 
(5/5 estándar) 
La muestra estándar del S es un mineral de sulfuro de hierro proce- 
dente del meteorito de Canyon Diablo. Obsérvese que el sulfuro y el 
azufre de origen biogénico tienden а tener menos 28 (están enrique- 
cidos en 5) 


EJERCICIOS PRÁCTICOS = 


azufre. Como se ha indicado, el análisis isotópico del car- 
bono permite distinguir la materia orgánica biogénica de la 
abiogénica, y el análisis del oxígeno (mediante la medida 
del "0/0 de rocas de diversas edades se usa para deter- 
minar la transición de la Tierra de un ambiente anóxico a 
otro óxico (el oxígeno molecular de la Tierra proviene de la 
fotosíntesis oxigénica efectuada por las cianobacterias, vén- 
se Sección 11.1), 

Puesto que ya entendemos algunas de las técnicas de la 
caja de herramientas de los ecólogos microbianos, nos aden- 
traremos a continuación en el Capítulo 19, que trata de la 
ecología microbiana. En él vamos a considerar la naturale- 
za de las comunidades microbianas y de las principales ac- 
tividades de los microorganismos en la naturaleza. En mu- 
chas ocasiones, usaremos los métodos descritos en este 


Preguntas de repaso 


capítulo para explorar estas relaciones y poner de mani- 
fiesto la contribución de los componentes microbianos al 
cuadro general del ecosistema. 


У_18.7 Revisión de conceptos 


El fraccionamiento isotópico aporta información sobre el origen 

biológico de diversas sustancias. El fraccionamiento es el resul- 

tado de la actividad de algunas enzimas que discriminan la for- 

та más pesada de un elemento cuando se unen a sus sustratos. 

+ ¿Cómo puede la composición "C/"C de una sustancia re- 
velar su posible origen biológico? 

Y ¿Cuál sería la explicación más sencilla de que los sulfuros lu- 
ares sean isotópicamente pesados? 


1. ¿Cuál es la base de la técnica de cultivo de enriqueci- 
miento? ¿Por qué este método sólo es adecuado para el 
enriquecimiento de algún grupo o grupos de bacte- 
rias? 

2. ¿Cuáles el principio de la columna de Winogradsky y 
qué tipo de organismos permite enriquecer? ¿Cómo 
podría usarse para enriquecer organismos de un am- 
biente extremo, como el tapete microbiano de una 
fuente termal? 

3. Descríbase el principio del número más probable en 
la enumeración de bacterias de una muestra natural. 

4, ¿Por qué habría que considerar el método de pinzas 
láser más efectivo que la dilución y el ensíquecimien- 
to líquido para obtener un organismo que está pre- 
sente en números lujos en una muestra? 

Б. Compárese el uso de colorantes y anticuerpos fluo- 
rescentes en la enumeración de bacterias en medios 

naturales, ¿Cuáles son laswentajas y limitaciones de 

сайа ипо? 

% Para estudios de ecología microbiana, ¿pueden las son- 
das de ácidos nucleicos resultar tan sensibles como los 
métodos de cultivo? ¿Qué ventajas presentan los mé- 
todos de ácidos nucleicos sobre los métodos. de culti- 
vo? ¿Qué desventajas? 

7. ¿Cómo funciona la tinción de cromosomas? ¿Por qué po- 
dîla ser un buen método en la enumeración de micro- 
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Ejercicios prácticos 


organismos en un hábitat donde se llevaran a cabo pro- 
cesos metabólicos especificos? 

8. ¿Qué es la proteina fluorescente verde? ¿De qué forma 
una célula fluorescente verde se diferencia de una cé- 
ula fluorescente procedente, por ejemplo, de la tin- 
ción con una cepa filogenética. 

9. ¿Cómo se puede obtener el retrato filogenético de una 
comunidad microbiana sin haber hecho un cultivo de 
los habitantes? 

10. Después de la amplificación por PCR del DNA de una 
comunidad usando un cebador específico, ¿por qué 
suele ser necesario clonar o someter а DGGE los pro- 
ductos antes de secuenciarlos? 


¿Cuáles son las principales ventajas de los métodos ra~ 

divisotópicos en los estudios de ecología microbiana? 

¿Qué tipo de controles (discútanse al menos dos) se 

deberian incluir en un i radioisotópico 

para mostrar la incorporación de las bacte- 

Fas fototrofas, o la reducción де "БО" par bacterias 

sulfato reductoras? 

12. Apórtense dos razones que expliquen por qué un es- 
tudio con microelectrodo de un tapete microbiano es 
mejor que un perfil de microelectrodo a través de una 
profundidad similar en una columna de agua. 

13. Los organismos autotrofos, ¿contienen más o menos "С. 
que el CO, con el que se alimentan? 


Ш 


1, Еп relación con el enriquecimiento de las bacterias ni- 
trificantes de la Tabla 18.1 ¿por qué son necesarios cada 
uno de los recursos y condiciones descritos? (Para res- 
ponder a esta pregunta puede consultarse la Sección 
17,14) 


0. ¿En qué se diferencian los colorantes como el DAPI de 
los colorantes filogenéticos a efectos de la evaluación 
dela diversidad microbiana de un hábitat? 

3. Disénese un experimento para medir la actividad de 
las bacterias oxidadoras del azufre en el suelo, ¿Cómo 


se podría demostrar que el resultado es debido a la ac 
tividad biológica? 

4. Se quiere identificar en muestras de suelo organismos 
capaces de crecer autotróficamente mediante el ciclo 
Че Calvin (énse Sección 17.6), Esta vía requiere una 
enzima especial, la ribulosa bifosfato carboxilasa (Ru- 
bisCO). Indíquense dos formas de llevar a cabo la iden- 
tificación, una usando un método microscópico y otra 
que no requiera nî un método de cultivo тї uno mi- 
croscópico. 


otras relacionadas. La bacteria penetra en la planta a través de las raíces y esti- 
mula la producción de unas estructuras parecidas a tumores que se conocen como 
nódulos radicales, como las que se ven en la fotografía de las raices de una plan- 
ta de soja. En el nódulo, las bacterias convierten el nitrógeno gaseoso en amo- 
níaco, un proceso denominado fijación de nitrógeno. La mayor parte de este 
nitrógeno acaba en proteína vegetal, lo que permite el crecimiento de la planta en 
_ suelos deficientes en nitrógeno fijado. Además de asociaciones de este tipo, los 
microorganismos desempeñan una función crítica en la naturaleza como pro- 
ductores primarios, en la рдин y rodada de dieman 
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e oxigeno, por lo ge- 
te reducido (baja Es) 
Bacterolde cólulas deformes de Rhizobium 
en el interior de un nódulo radical de le 
Buminosa, puede fijar N: 
Barófilo organismo que crece mejor a pre 
siones elevadas superiores a 1 atm 
Barotolerante organismo que puede crecer 
adas, pero que crece mejor 
a presión atmosférica 
Biofiime colonis e células microbianas re 
Cubiertas o incluidas en sustancias muco- 
sas y adheridas a una supe 
Biogeoquimica estudio de las tr: 
dianes químicas realizadas por огу 
enel ambiente 
Chimenea negra iente Һанна suba 
ina extremadamente caliente (250-350°C), 
que expulsa agua a elevada temperatura y 
minerales diversos 
Cometabolismo metabolismo de un com- 
п presencia de un segundo com- 
ч que es usado como fuente 
primaria de energia 
reductora climinación de CI 
como CI de un compuesto orgánico, re- 
ducendo el átomo de carbono de C—C} a 
с-н 
nda biológica de oxigeno (DBO) 
кармабай microbiana del consumo de ont- 
geno en una muestra de agua 
respiración anaeróbica en 
Ja que el NO; se reduce a compuestos ni- 
Aregenados gaseosos 
ácido de las minas agua ácida 
gue contine HSO, procedente de la oxida- 


ción microbiana de minerales de sulfuro de 
hierro. 

Ecosistema una comunidad de organismos 
еп su medio natural 

Fijación de nitrógeno reducción de N, a 
мн, 

Midrotermal uns fuente caliente de las pro 
fundidades marinas, о un manantial ca- 
lente: 

Gremio (guild) conjunto de poblaciones de 
microorganismos relacionados metabóli- 
camente en un mismo lugar 

Leghemoglobina uns prstna captadors de 
О, de los nódulos radicales 

Шемет un hongo y una alga (о cianobacte- 
a) que viven en asociación simbióica 

Lixivlado solubilización y eliminación de me- 
tales de las menas minerales por ataque 
microbiano 

Lixiviado microbiano «liminación por la ac 
Hvidad microbiana de metales valiosos 


кез de una planta 

Microsmblente ci medio inmediato que 
rodea una célula microbiana o un grupo 
КУЗ 

Mitrificación procio por el que NH, es oxi- 
dadoa NO; 

Nódulo radical crecimiento en forma de 
tumoración en alce de plantas que con 
tene bacterias simbióticasfjadocas de ni- 
иол, 

ыс medio que contiene oxigeno, есиет, 
ийме con un E; elevado 

Рина un mineral de hierro el Fe 


Piásmido TI piásmido conjugativo presente 
en la bactena Апи кти tumefaciens que 
Puede transferir genes a las plantas 

Plásticos microbianos (bioplásticos) ix: 
límeros biodegradables con propiedades. 
similares a lox plásticos sintéticos, obteni- 
dos a partir de microorganismos 

Productor primario organismo que usa la 
luz para sintetizar materia orgánica а par- 
tir de CO, 

Proteorrodopsina proteina sensible a la luz 
en algunos miembros del dominio Barteria 
que cataliza l 

Rizostera nys 
ıa las raices de las plantas 

Rumen cl primer compartimento del estè 
mago de los rumiantes en el que tiene 
lugar la digestión de la celulosa 

Sintrofla proceso por el que dos o más mi 
«rvorganismos cooperan para llevar a cabo 
un proceso que ninguno de ellos puede 
realizar por separado 

Transferencia interespecífica de hidró- 
geno la producción y consumo inmediato 
Че H; рог dilerentes grupos de microonga- 
nismos que interaccionan estrechamente. 
durante el catabolismo anaeróbico 

Tubo de Infección en la formación de nò- 
Ао» radicales, el tubo de celulosa а tr 
vés del cual las células de Rhizobium se 
desplazan hasta alcanzar e infectar las o 
Juas de la raiz 

Xenobiótieo producto totalme 
queno se da en la naturaleza 


e sintético. 


artiendo de lo expuesto en el Capítulo 18, de enfo- 
que técnico, en éste vamos a examinar la actividad 
llevan a cabo los microorganismos en sus hábitat, En un 
stema, cada microorganismo interacciona con su me- 
у соп otros organismos. De esas interacciones resultan 


los químicos significativos en el medio que, en algu- 
casos, van en detrimento de los organismos superio- 
como por ejemplo en el drenado ácido de las minas. En 
casos, las reacciones que llevan a cabo los microorga- 
son absolutamente esenciales para los organismos 
¡ores, por ejemplo, los ciclos de elementos que gene- 
formas de nutrientes inorgánicos esenciales para las 


plantas. En cualquiera de los casos, dañino o beneficioso, los 
microorganismos controlan en gran medida la actividad de 
la biosfera. 


1 ECOSISTEMAS MICROBIAMOS 


Empezaremos examinando las características generales de 
los ecosistemas microbianos, соп especial atención al mi- 
croambiente y a las superficies que son el hábitat del creci- 
miento microbiano. Vamos a considerar las condiciones que 
resultan óptimas para el crecimiento y la forma en que ese 
conocimiento puede ser explotado por sectores industriales 
y para su aplicación en medicina. 
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Poblaciones, gremios 
comunidades 


En un sistema microbiano, el crecimiento celular forma po- 
blaciones. Las poblaciones metabólicamente relacionadas se 
denominan gremios (guilds), y los conjuntos de agrupacio- 
nes interaccionan formando comunidades mucrobianas (véase 
Figura 19.1), que interaccionan con comunidades de ma- 
croorganismos y con el ambiente, todo lo cual engloba y 
define el ecosistema 

La energía entra en el ecosistema en forma de luz solar, 
carbono orgánico y sustancias inorgánicas reducidas. Los 
organismos fototrofos utilizan la luz (véanse Secciones 17.1 
17.5) para sintetizar nueva materia orgánica (véase Figura 
19.1), que contiene, además de carbono, nitrógeno, azufre, 
fósforo, hierro y otros elementos. El nuevo material sinteti 
zado, junto con la materia orgánica que penetra en el ecosis- 
tema desde el exterior (materia orgánica alóctona) impulsan 
la actividad metabólica de los organismos quimivorgano- 
trofos. Por el contrario, los quimiolitotrofos obtienen su 
energía de donadores inorgánicos de electrones, como F 
Fe", S'o NH, (véuse Capítulo 17) 


Poblaciones, paros y Corridas (un өөр de 
la estruc de una comunidad microbiana en un ecosistema lacustre) 
Las comunidades microbiana consisten en poblaciones de сйм da 
varias especies. En un ecosistema lacustre puedo haber varias comun 
dades, tal сото se muestra aquí En el caso de as comunidades pre- 
экв en el sedimento, se muestran ls principales gremios. 


Ciclos biogeoquímicos 

Los microorganismos tienen un papel clave en el reciclado, 
de los elementos, especialmente en el caso del carbono, 
azufre, nitrógeno e hierro, Un ciclo biogeoquímico es el 
resultado del conjunto de los procesos biológicos y quími- 
cos durante el reciclado de estos elementos esenciales de 
los sistemas vivos. A menudo, esos ciclos implican reac- 
ciones de oxidación-reducción (véase Sección 5.6) а medi 
da que el elemento se desplaza a través del ecosistema 
(véase Figura 19.1). Por ejemplo, el azufre en forma de sul- 
furo de hidrógeno (HS) es oxidado a azufre (S°) y sulfato 
(504) por diferentes microorganismos, tanto fototrofos 
como quimiotrofos. El sulfato es un elemento esencial para. 
la nutrición de las plantas. El sulfato puede ser reducido a 
su vez a sulfuro (cerrando así el ciclo biogeoquímico) por 
bacterias reductoras de sulfato. Microorganismos de die 
versos tipos intervienen decisivamente en el reciclado bios 
geoquímico y, en muchos casos, son los únicos agentes 
biológicos capaces de regenerar formas de elementos que 
necesitan otros organismos, especialmente las plantas, En 
este capítulo trataremos los ciclos biogeoquímicos del car- 
bono, nitrógeno, azufre y hierro. 


/__19.1 Revisión de conceptos 


comunidades microbianas están compuestas por gremios 
organismos relacionados metabólicamente. Los microorga- 
nismos participan activamente en las transformaciones de la 
ja y en los procesos biogeoquímicos que producen el rech 
lo de los elementos esenciales para los sistemas vivos, 


ncia un gremio de una comunidad micro- 


Y ¿Qué es un ciclo biogeoquímico? 


КШ Ardientes y microambientes __ 


Los hábitat naturales de los microorganismos son extre- 
madamente diversos. Cualquier hábitat que sea adecuado: 
рага el crecimiento de organismos superiores, también lo 
es para el crecimiento de microorganismos. Pero, además, 
hay muchos hábitat donde, debido a las condiciones fisi- 
cas o químicas extremas, no se encuentran organismos su- 
periores; sin embargo, en estos ambientes sí pueden existir 
microorganismos que, en algunos casos, incluso crecen me- 
jor allí. Los microorganismos también habitan las superfi- 
Чез de organismos superiores y algunos pueden, incluso, 
vivir en el interior de plantas y animales. En dichos hábitat, 
sus poblaciones pueden ser muy numerosas y ser muy Бе- 
neficiosos para la planta o el animal en relación con su nu- 
trición. Nos centraremos ahora en el hábitat microbiano 
desde el punto de vista de los propios microorganismos, y 
destacaremos la naturaleza heterogénea y sujeta a cambios. 
rápidos de los hábitat microbíanos típicos. 


microorganismo y su microambiente 

Como en los cultivos de laboratorio, el crecimiento de los 
microorganismos en la naturaleza depende de los recursos 
(nutrientes) disponibles y de las condiciones de crecimiento 
(véase Tabla 19.1). Las diferencias en el tipo y cantidad de los 


TABLA 19.1 


Carbone (orgánico, CO,) 
Nitrógeno (orgánico inorgánico) 

Otros macronutrientes (S, Р. К, Mg) 

Micronutrientes (Fe, Mn, Co, Cu, Zn, Mn, Ni) 

О, y оштв aceptones de electrones (NO; , SO, , Fe, ete) 
Donadores de electrones inorgánicos (Hz, HS, Fe”, NH ", NOS, ec) 


diferentes recursos y en las condiciones fisicoquímicas de un 
hábitat definen el nicho de cada organismo en particular, La 
коа ecológica indica que para cada organismo existe al me- 
nos un nicho, el principal, que es aquel en el que crece mejor. 
El mismo organismo puede habitar otros nichos, pero en ellos 
o tendrá tanto éxito como еп el principal. En la Tierra exis- 
fen incontables nichos microbianos y de ellos depende, en 
parte, la gran diversidad metabólica (vase Capítulo 17) de los 
microorganismos y la biodiversidad microbiana (véanse Ca- 
pítulos 12-14) que se da en la actualidad. 

Al ser los microorganismos muy pequeños, sus hábitat 
también lo son. Un microbiólogo debe, por tanto, aprender 
а «pensar en pequeño» cuando considere los microorganis 
тов en su medio natural. Por ejemplo, para una bacteria con 
forma de bacilo típico de 3 mm de longitud, una distancia de 
3 mm en su hábitat es lo mismo que para una persona una 
distancia de 2 km. Y a lo largo de esa distancia de 3 mm pue- 
Чеп darse gradientes físicos y químicos que afecten mucho 
al organismo, Por tanto, debemos precisar más en nuestra 
caracterización del hábitat de un microorganismo, y los ecó- 
logos microbianos utilizan el término microambiente para 
referirse exactamente al lugar del hábitat en el que un mi- 
gworganismo vive y lleva a cabo su metabolismo. 

En una partícula de suelo de 3 mm, por ejemplo, pueden 


existir diversos tipos de miaroambientes, con características 
quimicas y físicas muy diferentes, Pensemos, por ejemplo, 
enla distribución en una partícula de suelo de un nutrien- 
e microbiano importante, como es el oxígeno. Mediante 


electrodos (rvn ın 18.10) es posible medir la concen- 
ración de oxígeno en pequeñas partículas desuelo. Como 
же ve en los datos de un experimento real en la Figura 19.2, 
las partículas de suelo no son homogéneas en lo que res- 
есіл аі contenido en oxígeno. La parte externa de una par- 
ша de suelo puede ser completamente óxica, mientras 
¡ue el centro, que se encuentra a una distancia muy corta, 
Puede permanecer completamente anóxico (véase Figura 
192). Esta comprobación indica que pueden darse diferen- 
les nichos a lo largo de una dimensión espacial muy pe- 
queña y explica cómo pueden coexistir microorganismos 
Че varios tipos fisiológicos en un espacio muy pequeño. 
Tos organismos anaerobios podrían desarrollar su activi- 
ad cerca del centro de la partícula de la Figura 19.2; los 
Imicroserófilos (aerobios que necesitan niveles muy bajos 
Че oxígeno) podrían actuar más hacia el exterior; y los ae- 
Тоз estrictos desarrollarían su actividad metabólica en 
los 2 о 3 mm externos de la partícula. Las bacterias aero- 
ias facultativas podrían hallarse distribuidas por toda la 
[partícula (vénse Sección 6.13). 


Temperatura: trio — templado — caliente 
Potencial del agua: seco — húmedo — mojado 
pH:0=714 

Os óxico — mîenoûxico — anóxico 

Luz: brillante — atenuada — oscuridad 


Condiciones osmóticas agua dulce — agua marina — hipersalinidad 


En un microambiente, las condiciones fisicoquímicas pue- 
den cambiar rápidamente en cuanto al tiempo y al espacio. 
Las concentraciones de oxígeno mostradas en la Figura 192 re- 
presentan únicamente medidas «instantáneas»; las tomadas 
a lo largo de un periodo de respiración microbiana, o después 
Че aumentar el contenido de agua en el suelo, presentarían 
un gradiente completamente distinto a lo largo del microam- 
biente. Hay que decir, por tanto, que los microambientes son 
heterogéneos, y que las condiciones en un determinado micro- 
ambiente pueden cambiar muy deprisa, De esta forma, los 
microambientes contribuyen al aumento de la diversidad mi- 
crobiana en un espacio físico relativamente pequeño. 


Niveles de nutrientes y velocidad 

de crecimiento 

A menudo, los nutrientes (o, en términos ecológicos, los r 
cursos, véase Tabla 19.1) entran en el ecosistema de manera 
intermitente. Un gran aporte de nutrientes (por ejemplo, 


Distancia (mm) 


Distancia (mm) 


Mapa del perf de las diferentes concentraciones de 
О, en una particula de suelo, Los ejes muestran las dimensiones de la 
partícula, Los números de los perfiles son concentraciones de Os (an 
porcentaje; el aire tiene 21% de O.). De acuerdo con las relaciones de 
los microorganismos con ві oxigeno, cada гопа puede considerarse 
un microambiente diferente, 
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una acumulación de hojarasca o el cadáver de un animal) 
puede ir seguido de un periodo de fuerte escasez de nu- 
trientes. En la naturaleza, los mi suelen lle- 
var un tipo de existencia donde situaciones de gran abun- 
Чапса de alimentos se alternan con otras de «escasez de 
nutrientes», por lo que han desarrollado sistemas bioquí- 
micos de producción de polímeros que pueden almacenar 
como material de reserva. Estos polímeros acumulan los 
nutrientes en exceso que se encuentran durante los perio- 
dos de crecimiento favorable para utilizarlos durante las 
épocas de escasez. Ejemplos de materiales de reserva son el 
poli-f-hidroxibutirato y otros alcanoatos, los polisacáridos, 
el polifosfato, etc. (Véase Sección 4.13.) 

La fase de crecimiento exponencial no suele prolongar- 
se mucho tiempo en el medio natural. El crecimiento suele 
producirse en etapas o periodos, que están relacionados es- 
trechamente con la disponibilidad de nutrientes. Dado que 
las condiciones fisicoquímicas óptimas по suelen darse si- 
multáneamente, la velocidad de crecimiento de los microor- 
ganismos en el medio natural suele estar muy por debajo 
de las velocidades máximas que se alcanzan en el laborato- 
rio, Por ejemplo, el tiempo de generación de Escherichia coli 
en el intestino suele ser de 12 h (la población se duplica dos 
veces cada día), mientras que en cultivo axénico crece mu- 
cho más deprisa, con un tiempo de generación que puede 
ser de tan sólo 20 minutos en condiciones óptimas. El cálculo 
dela velocidad de crecimiento de algunas bacterias que vi- 
ven en el suelo demuestra que en la naturaleza no alcanzan 
el 1% de la velocidad de crecimiento máxima obtenida en el 
laboratorio. Por término medio, la disminución de la velo- 
cidad de crecimiento refleja: (1) que la disponibilidad de nu- 
trientes (recursos, véase Tabla 19.1) suele ser baja; (2) que la 
distribución de dichos nutrientes a lo largo del hábitat mi- 
crobiano no es uniforme, y (3) salvo raras excepciones, que 
los microorganismos no se encuentran en cultivo axénico 
еп los medios naturales y que por tanto han de enfrentarse 
a los efectos competitivos de otros microorganismos. 


Competencia y cooperación microblanas 
La competencia entre microorganismos por los recursos dis- 
ponibles puede ser intensa, por lo que el resultado final de- 
pende de varios factores, entre los que están la tasa de 
incorporación de nutrientes, las tasas metabólicas inherentes 
у, en última instancia, la velocidad de crecimiento. Un hábi- 
tat típico alberga una mezcla de microorganismos diferentes 
(nse Figura 19.1), y la densidad de cada población depen- 
Чега del grado de semejanza del hábitat al nicho principal. 
En vez de competir por el mismo nutriente, algunos mi- 
croorganismos colaboran para llevar a cabo una transfor- 
mación determinada que ninguno de esos organismos podría 
realizar por sí mismo, Este tipo de interacciones microbia- 
nas, que se denomina sintrofía (vénse Sección 17.21) es crucial 
para el éxito competitivo de algunas bacterias anaeróbicas, 
сото se describe en la Sección 19.10. También se aprecia co- 
operación metabólica en grupos de organismos que llevan a 
cabo metabolismos complementarios. Por ejemplo, en el Ca- 
pitulo 17 se trataron las transformaciones metabólicas en las 
que participan dos grupos distintos de microorganismos, 
сото son las bacterias nitrosificantes y las bacterias nitrifi- 
«antes, que se combinan para oxidar el NH, a NO, , proce- 


зо que ninguno de los dos grupos podría realizar por sepa 
rado (véase Sección 17.12). Como la producción de las bacte- 
rias nitrosificantes (NO, ) es el sustrato para las nitrificantes, 
estos viven por lo general en estrecha asociación. 
(véase Figura 18.120). 


/ 19,2 Revisión de conceptos 

Los microorganismos son muy pequeños, al igual que lo son los 
diferentes medios donde se desarrollan. Se denomina micro- 
ambiente el lugar donde vive especificamente un microorga- 
nismo, En la naturaleza, los microorganismos llevan a menudo. 
una vida de abundancia-escasez, de manera que sólo las espe 
cies más adaptadas sobreviven en un nicho dado, La coopera- 
ción entre microorganismos resulta esencial en muchas de las 
interrelaciones microbianas.. 


Y ¿Qué aspectos definen el nicho de un microorganismo par- 
ticular? 

+ ¿Por qué muchos grupos de organismos distintos Aistológie 
camente viven en un Único hábitat? 


A 


Las superficies suelen tener considerable importancia como 
hábitat microbianos debido a que adsorben nutrientes. En 
el microambiente de una superficie, las concentraciones de 
nutrientes pueden ser muy superiores a las de toda la so- 
lución. Como consecuencia, la concentración de microor- 
ganismos que crecen en una superficie suele ser mayor que 
la concentración de los que viven en el agua, 

Los portaobjetos sirven de superficies experimentales so 
bre las cuales se adhieren y crecen los organismos. Si se su 
merge un portaobjetos en un hábitat microbiano, se le deja 
durante un tiempo y luego se examina al microscopio, se 
hace evidente la importancia de la superficie pp pod 
miento de los mi nismos (Figura 19.32). Sobre dichas 
superficies se desarrollan rápidamente microcolonias, de la 
misma manera que lo hacen en las superficies naturales. 
La velocidad de crecimiento de microorganismos adheridos 
а una superficie en la naturaleza puede medirse mediante el 
examen x le portaobjetos sumergidos. 

La superficie de adherencia puede ser también un nur 
triente, como ocurre con las partículas de materia orgánico, 
donde los microorganismos adheridos catabolizan los nu- 
trientes directamente de la superficie de la partícula, El 
material procedente de plantas muertas, por ejemplo, es co- 
lonizado muy pronto por los microorganismos del suelo, y 
mediante técnicas sencillas de tinción se detectan poblaciones 
microbîanas adheridas a la superficie sólida (Figura 1930), 


Biofilmes: estructura 

Los microorganismos crecen incluidos en biofilmes. Son 
microcolonias revestidas de células bacterianas adosadas а 
una superficie mediante polisacáridos adhesivos excretacos 
por las propias células (Figura 19.4). Los biofilmes atrapan 
nutrientes para el crecimiento de las poblaciones micro- 
Бапа» y ayudan а impedir el desprendimiento de las célu- 
las que crecen sobre las superficies expuestas a corrientes de 
líquido (Figura 19.5). Los biofilmes presentan típicamente 
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numerosas capas de microorganismos, cada una de las cua- 
les pueden ser observadas por microscopía láser confocal 
(vémse Sección 3.2 y Figura 19.4) 

La comunicación célula a célula es esencial en el desarro- 
йо y mantenimiento de un biofilme. La adherencia de una 
célula a una superficie es una señal para la expresión de ge- 
nes específicos de un biofilme. Estos genes codifican protei- 
паз que sintetizan moléculas que actúan como señales para 
la unión célula a célula y el inicio de la formación de poli 
sacárido (véase Figura 19,5). En Pseudomonas aeruginosa, no- 
table formadora de biofilmes (Figura 19.44), las moléculas 
que actúan como señal son сог 
moserina lactonas, A medida que se van acumulando, estas 
moléculas actúan como agentes quimiotácticos que atraen 
células de Р aeruginosa mediante un mecanismo denomina- 
do percepción de quorum (quorum sensing) (véase Secc 
8.10), dando lugar al desarrollo del biofilme (Figura 19.40) 
Paeruginosa interviene en la fibrosis quística, enfermedad de- 
bida a la formación de un biofilme en los pulmones, cuyos 
síntomas son parecidos a la neumonía. 


¡puestos denominados ho 


IOS cie арата aE дь 
О ы bacterianas sobre un portaotjatos manero en un ria 
o, Las particulas tritantse son materia mineral, Las ikê be 
= cortas teren unas 3 п de longue F 

î ca una comunidad micrbiaña que союаша м ales de 
û сыну ei donó de microcolorís; La preparación 
Bistro con naranja de aeriana. 
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Bots mcrobranos (a) Seccion transversal de un bio 
fime experimental de сёз de Pseudomonas aeruginosa. La capa do 10- 
пайдо amarilo-verdoso (de unos 15 jm de protundidac) contiene células 
y su ncn se debe a la actividad enzimática de la enzima fosfatasa alca- 
Ina (2) Microscopía láser contocal de bardo (véase Sección 4.2) de un 
biofime natural (visto desde encima) desarrollándose sobre la superficie 
де а hoja de una planta. El colo de las células nica su protundidad en el 

йе: rojo, cthulas en la superficie; verde, a 9 ит; azul, а 18 pm. 


Biofilmes: consecuencias y control 
El desarrollo de biofilmes tiene implicaciones significativas 
а salud humana y en diversas industrias (por ejemplo, 
л la industria alimentaria о cosmética). En el cuerpo, las 
células bacterianas de un biofilme se encuentran protegi- 
das ante ataques del sistema inmunitario y los antibióticos, 
y Otros agentes antimicrobianos, suelen fracasar en su in- 
tento de penetrar en el biofilme. Además de en la fibrosis 
quística, los biofilmes aparecen en diversas alteraciones 
dentales, entre ellas la periodontitis, en la formación de cál- 
culos en el riñón, en la tuberculosis, en la legionelosis y en 
infecciones рог Staphylococcus. Los implantes médicos son 
también, por desgracia, medios excelentes para el desarro- 
По de biofilmes. Entre ellos se incluyen los catéteres urina- 
ríos, así como los implantes a largo plazo tales como las 
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CON PLANTAS? 


Adhesión Colonización Desarrollo 
{algunas células (aumenta 
зе adhieren a una el crecimiento 


superficia sólida) 


Superficie 


IS Pommación de un biome bacteriano. El biofime se 
inicia con la adherencia de algunas células, tras lo Cual se desarrolla el 
crecimiento y la comunicación celular El polisacárido se va formando 
y extendiendo a medida que crece el biofimo. 


articulaciones artificiales. Se estima que en Estados Unidos, 
10 millones de personas al año sufren infecciones por bio- 
filmes debidas a implantes u otros procedimientos médi- 
сов intrusivos. Los biofilmes son la razón de que la rutina 
en la higiene dental sea tan importante; La placa dental es 
un biofilme tipico y contiene bacterias productoras de ci 
do responsables de la caries dental (oénse Sección 21.3). 

En la industria, los biofilmes pueden reducir el flujo de 
agua, aceite o cualquier otro líquido que circule a través de 
tuberías y acelerar la corrosión de los propios tubos. Tam- 
bién inician la degradación de los objetos sumergidos, tales 
como componentes estructurales de plataformas petrolife- 
ras, barcos e instalaciones costeras. La calidad del agua po- 
table puede verse amenazáda por los biofilmes que se 
forman en los conductos de distribución, algunos de los 
cuales, en Estados Unidos, tienen de 50 a 100 años. Aun- 
que las bacterias que se encuentran en los conductos de 
agua son en su mayoría inocuas, si algunos patógenos con- 
siguieran colonizar el biofilme, la cloración SStándar po- 
dria ser insuficiente para matarlos. La liberación periódica 
de células puede llevar a brotes de enfermedad. Existe 
preocupación por la posibilidad de que Vibrio cholerae, el 
agente causante del cólera (vénse Sección 28.6), pueda ser 
dispersado de esta manera. 

El control de biofilmes requiere un gran esfuerzo y has- 
ta el momento sólo se dispone de un repertorio limitado de 
instrumentos para combatirlos. La industria dedica miles 
de millones cada año al tratamiento de tuberías y otras 
superficies para mantenerlas limpias de biofilmes. En la es- 
trategia de lucha contra estos invasores, se incluye el des- 
cubrimiento de nuevos antibióticos capaces de penetrar en 
ellos y fármacos que interfieran en la comunicación intra- 
celular y la consecuente formación de biofilmes. En este 
último aspecto hay una clase de productos químicos, las 
furanonas, que en las pruebas experimentales han dado re- 
sultados alentadores. Como las furanonas son compuestos 


estables y no tóxicos para los humanos, también pueden te 
ner aplicación como agentes antibiofilme en medicina, 


Ж 19.3 Revisión de conceptos 


Los biofilmes son microcolonias de bacterias incluidas en una 
сара mucosa que se forma sobre una superficie, Pueden llevar 
a la destrucción tanto de superficies inertes como vivas, a par- 
tir de los productos excretados de las células bacterianas. La for- 
mación de biofilmes es un proceso complejo en el que interviene 
la comunicación de célula a célula. 


Y ¿Cuál es la naturaleza química de una matriz de biofilme? 
Z ¿Porqué un biofilme es un buen hábitat para las células bac- 
terianas de un sistema de corrientes? 


4 Proporciónese un ejemplo de biofílme de importancia mé- 
dica que tienen la mayoría de los humanos 


11 HÁBITAT MICROBIANOS 
TERRESTRES Y DE AGUA 
DULCE 


Entre los hábitat principales de los microorganismos están 
los suelos y las masas de agua dulco, entre las que se en- 
cuentran lagos, estanques y ríos. ¿Por qué una muestra de 
suelo o de agua de un hábitat contiene grandes cantidades 
de microorganismos, mientras que la de otro hábitat tiene 
relativamente pocos? Suelos y agua varían en su estructu- 
ra física, composición de nutrientes, temperatura y poten- 
cial de agua. Todos estos factores se combinan para influir 
en los tipos y número de microorganismos presentes, de 
manera que nuestra discusión aquí se centrará en estos fac- 
tores y en la forma en que controlan las poblaciones mi- 
crobianas del suelo y del agua. 


| 1.4 ^тыеле»в terrestres 


Al considerar los ambientes terrestres, nuestra atención se 
dirige indefectiblemente hacia el suelo y las plantas, porque 
es donde tienen lugar los procesos determinantes para el 
funcionamiento del ecosistema, En la formación del suelo se 
producen interacciones complejas entre el material original 
(roca, arena, sedimentos, etc.), la topografía del terreno, el 
clima y los seres vivos. Los suelos pueden clasificarse en dos 
amplios grupos —suelos minerales y suelos orgánicos — 
según procedan, inicialmente, de la fragmentación de rocas 
y Otros materiales inorgánicos, o de la sedimentación en tur- 
beras y marismas. Trataremos principalmente los suelos mi- 
nerales, los más abundantes en la mayoría de las regiones. 


Formación del suelo 

Los suelos se forman como resultado de una combinación 
de procesos físicos, químicos y biológicos. El examen de 
cualquier roca expuesta a la intemperie revela casi siempre 
la presencia de algas, líquenes (vénse Figura 19.54) o mus- 
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gos. Estos organismos pueden permanecer en estado de la- 
encia sobre la roca seca y desarrollarse cuando hay hume- 
dad. Son fototróficos y producen materia orgánica, lo que 
permite el crecimiento de bacterias quimi 
y hongos. El número de quimioorganotrofos aumenta pro- 
porcionalmente a la extensión de la cubierta vegetal de la 
toca. El dióxido de carbono que producen los organotrofos 
durante la respiración se convierte en ácido carbónico (CO. 
+ НО == НСО), que es un agente importante en la di- 
solución de las rocas, especialmente en las que son calizas. 
Muchos quimivorganotrofos también secretan ácidos or- 
„ que a su vez causan la disolución de la roca en par- 

fículas de menor tamaño. 

Las heladas, el deshielo y otros procesos físicos origi- 
nan la formación de grietas en las rocas. En estas hendidu- 
тав se forma un suelo primitivo, sobre el cual pueden des- 


Parfi de un suslo maduro. Los horizontes son las 
del suelo que definen los especialistas. 


arrollarse plantas superiores. Las raíces de las plantas van 
penetrando por las hendiduras y aumentan la fragmenta- 
ción de la roca, y sus excreciones causan el desarrollo de 
una rizosfera (el suelo que rodea las raíces de las plantas). 
Cuando las plantas mueren, sus restos pasan a formar par- 
te del suelo y se convierten en nutrientes para un desarro- 
llo microbiano más extenso. Los minerales se solubilizan 
айл más y el agua, al filtrarse, arrastra algunas de esas sus- 
tancias hacia capas más profundas. A medida que avanza 
la meteorización del suelo, éste se hace más profundo y per- 
mite el desarrollo de plantas y árboles de mayor tamaño. 
Los animales del suelo se estabilizan y desempeñan un im- 
portante papel en el mantenimiento de la aireación у mez- 
ela de las capas superiores del suelo. Finalmente, el movi- 
miento de materiales hacia el interior origina la formación 
Че distintas capas y aparece un perfil de suelo típico (Figura 
19.6), cuya velocidad de formación depende del clima y de 
otros factores, aunque suele ser un proceso lento, de cien- 
tos de años, 


El suelo como hábitat microbiano 

El crecimiento microbiano más importante tiene lugar en 
la superficie de las partículas del suelo, normalmente en la 
rizosfera (véanse Figuras 19.2 y 19.3b). Como se ha destac: 
doen la Sección 19.2, incluso un pequeño agregado de sue- 
lo contiene microambientes muy diferentes (compárese 
Figuras 19.2 y 19.7); por tanto, podrán encontrarse dife- 
rentes tipos de microorganismos. Para examinar directa- 
mente las partículas de suelo en busca de microorganismos 
suele utilizarse el microscopio de fluorescencia, aplicando 
una tinción fluorescente (véase Figura 19.30) a los organi 
mos del suelo. Para observar un microorganismo especi 
co en una partícula de suelo puede usarse la tinción con 
anticuerpos fluorescentes (véase Figura 18.8) o la tinción fi- 
logenética (véase Sección 18.4). Para observar los microor- 
ganismos sobre superficies opacas se utiliza también el 
microscopio electrónico de barrido (Figura 19.8). Este tipo 
de microscopio proporciona excelente información sobre 
la morfología de las bacterias del suelo y puede utilizarse 


Un agregado de suelo, integrado por minerales y com- 
ponentes orgánicos, mostrando la localización de microorganismos del 
suelo, Son muy pocos los microorganismos que se encuentran libres 
en el agua intersticial; la mayoría forman mucrocolanias adheridas a las 


iaa UNIVERSIDAD DE TALCA‏ ی 
BIBLIOTECA CENTRAL‏ 


632 = Capítulo 19 ® HABITAT MICROBIANOS, CICLOS DE NUTRIENTES E INTERACCIOMES CON PLANTAS... 


Microgralías 
trónicas de barrido de mierocrga- 
nismos adheridos a la superficie de 
partículas del suelo. (a) Microcolo- 
nia de bacterias bacilares cortas. 
(0 Esporas de actinomicetos (véa- 
зе Sección 12.25). Las células en 
(a) y las esporas en (b) tienen apro- 
ximadamente 1-2 ım de ancho. (с). 
Hifas fúngicas. Tienen unos 4 рт 
бе ancho y están cubiertas de ma- 
епа! mineral, 


también para los recuentos de células que viven sobre las 
partículas de tierra. 

Uno de los principales factores que influyen en la acti 
vidad microbiana es la disponibilidad de agua, y ya hemos 
visto la importancia del agua para el crecimiento microbia- 
по (se Sección 6.12). El agua es un componente del suelo 
que presenta una gran variabilidad, y su presencia depende 
de la composición del suelo, la lluvia, el drenaje y la cubierta 
vegetal. El agua permanece en el suelo de dos maneras: por 
adsorción sobre las superficies y como agua libre formando 
láminas o películas entre las partículas del suelo. El agua 
del suelo contiene diversos materiales disueltos, cuya mez- 
cla se conoce como solución del suelo. En terrenos bien dre- 
nados el aire penetra con facilidad y la concentración de 
oxígeno puede ser alta. En suelos encharcados, sin embar: 
go, el único oxígeno es el que está disuelto en el agua, y es 
consumido pronto por los microorganismos, Este tipo de 
suelos se vuelve pronto anóxico, por lo que experimenta 
cambios profundos en sus propiedades biológicas. En la Sec- 
ción 19,2 y en la Figura 19.2 se han tratado las relaciones con 
el oxigeno en los microambiéntes del suelo. 

El estado nutricional (véase Tabla 19.1) de un suelo es otro 
factor importante que afecta a la actividad microbiana. La 
mayor parte de ésta se lleva а cabo en las capas de la super- 
ficie ricas en materia orgánica, especialmente en la rizosfera 
y sus alrededores, El número de microorganisños del sue- 
lo, asf como su actividad, dependen en gran parte del equi- 
librio «e los nutrientes presentes. En algunos suelos el 
carbono no es el nutriente limitante, sino que es la disponi- 
bilidad de nutrientes inorgánicos, tales como el fósforo y el 
nitrógeno, lo que limita la productividad microbiana. 


Microbiología de la subsuperficie profunda 

El interés por la química de las aguas freáticas y la posibili- 
dad de lixiviado de contaminantes que podrían alcanzar los 
acuíferos ha hecho considerar la función de los microorg: 
nismos en la subsuperficie profunda del ambiente terrestre, En 
esta subsuperfície, que puede extenderse cientos de metros 
por debajo de la superficie del suelo, también hay microor- 
ganismos. Aunque el número de células es mucho menor 
que en el horizonte A, en la mayoría de los suelos profundos 
se encuentra una gran variedad de microorganismos, prin- 
cipalmente bacterias. Por ejemplo, en muestras recogidas 
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asépticamente a profundidades de 300 m en pozos de per- 
foración se ha hallado un conjunto diverso de bacterias que 
incluye anaerobios estrictos, como bacterias sulfato reduc 
toras, metanógenos y homoacetógenos (véanse Secciones 
17.15-17.17), y diversos aerobios y anaerobios facultativos. 

Los microorganismos que habitan esos ambientes profun- 
dos deben de tener acceso a nutrientes porque el agua llega 
hasta sus hábitat, pero la medición de la actividad indica que 
la tasa metabólica de estas bacterias es bastante inferior а la 
que se da en sus hábitat naturales (véase Cuadro de texto 
Vida microbiana en las profundidades de la Tierra»), Сот. 

parado con los microorganismos de las capas superiores del 
suelo, la importancia biogeoquímica de los microorganismos 
de ambientes más profundos puede que sea mínima. No obs- 

tante, hay pruebas de que la actividad metabólica prolon- 
gada de esos microorganismos que viven enterrados pueden 
causar la mineralización de compuestos orgánicos y liberar 
productos a las aguas subterráneas. 

El potencial que representan estas bacterias (обаве Sec- 
ción 19.18) para el Biorremedio in situ de las sustancias tó- 
xicas que alcanzan las aguas subterráneas por lixiviación 
(por ejemplo, bencenos y productos químicos utilizados 
en agricultura) tiene un gran interés en la actualidad, El 
biorremedio podría hacerse mediante la adición de mate- 
ria inorgánica para estimular la biodegradación de esos 
productos químicos, o mediante la introducción de mi- 
eroorganismos específicos en acuíferos contaminados para 
estimular acciones biodegradadoras, o por ambos proce- 
dimientos. 


/__19.4 Revisión de conceptos 


El suelo es un hábitat complejo con numerosos microambien- 
tes y nichos. En las particulas del suelo es donde se adhieren 
principalmente los microorganismos presentes en ese medio. 
La disponibilidad de agua es lo que más influye en la actividad 
microbiológica que tiene lugar en la superficie del suelo, mien- 
tras que en el interior del suelo (en el ambiente de la subsuper- 
ficie), la disponibilidad de nutrientes es el factor principal. 


ES 
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/ ¿Cuáles la diferencia entre suelos minerales y suelos огул! 
Z ¿Qué factores rigen la extensión y el tipo de actividad mi- 
crobíana en Jos suelos? 


Vida microbiana en las profundidades de la Tierra 


ов microbiólogos que estudian la 

subsupericie profunda de la Tierra 
han hallado procariotas viables a varios 
mios de metros de profundidad bajo la su- 
pericia, өп ambientes con dilerentes condi- 
clones químicas y físicas. ¿Do qué viven 
овоз microorganismos? Los primeros ha- 
lazos indicaban que oran bacterias qui- 
тогулгон сав de crecimento muy lento, 
Que sobrevivan gracias al lento catabols: 
то del сафопо orgánico depositado entra 
los sedimentos. Sin embargo, ol estudio de 
la ecología microbiana de los асийегов del 
basalto profundo' ha demostrado que esos 
регговов quimicorganotrotos no son os 
Únicos procariotas que viven en las prolun- 
боев. 

El basalto өз una roca volcánica rica өп 
епо que estû osencialmanto desprovista 
% matoia orgánica. En algunas formacio- 
те» de basalto de hasta 1.500 тегов de 
prolundidad en la cuenca де! río Columbia 
(Washington, EE UU), se ha encontrado una 
gran cantidad de bacterias anaeróbicas 
ıqulmoltotrûfcas (Figura 1a), que son su- 
мо reductores, matanógenos y homoace- 
tógenos!. El anális dal isótopo establo dol 
carbono del metano (CH, presente өп las 
rocas y on las aguas circundantes ha de- 
Mostrado que estos organismos son møta- 
bólcamone actos; las medidas obtenidas. 
осал una gran abundancia del isótopo 
mås gero (*C),lo que es tipico de la mota- 
nogênesis bloldgica (удаве Sección 18:11) 
Silos matanógenos están activos, өз pro- 


ашо que otros grupos де microorganismos 
también о estén, Sus productos, H,S de los 
reductores de sulfato y acetato, de los ho- 
moacetógenos (véas Figura 1b), no se 
acumulan porque son consumidos activa- 
mente por otros microorganismos. 

Estos anaeroblos compartas una gran 
apetencia por Н, que es un excelente dona- 
дог de electrones para sus corrospondien- 
ез metabolismos productores de energía 
(véanse Secciones 17.9, 17.14-17.18 y Fi- 
gura 1b al plo de esta página). El hidrógeno. 
ез un producto corriente de la descomposi- 
обл алса de la materia orgánica (véanse 
Secciones 17.19-17.21). Poro si el basalto 
contiene muy poca materia orgánica, ¿de 
dónde procedo al Н, necesario para sus- 
tentar ө! metabolismo de los organismos. 
que lo consumen? Curiosamente, el Н, del 
basalto del по Columbia pareco originarse 
dela interacción, estrictamente química, del 
agua con los minerales de hierro de las 
rocas (véase la reacción propuesta өп Fi 
ura 10). Son reacciones ya conocidas de 
la química Inorgánica; en los estudios lleva- 
дов а cabo en el laboratorio se mezcló ba- 
salto dal по Columbia triturado con agua 
astri өп condiciones anóucas y se produ: 
jo rápidamente H,'. También se deleció Н, 
in situ on las aguas subterráneas que per- 
colaban өп los basaltos. 

El análisis de los resultados experimen- 
tales hizo suponer que al Н, que ва forma. 
өп las profundidades de la Tierra өз el do- 
nador de electrones que soporta ө! creci 
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Figura 1 (a) Micrografía láser 


Metanogénesis: 


тето de las considerables poblaciones de 
procariotas anaeróbicos que se han encon- 
trado all. Si esto es cierto, dichos organis- 
тов tendrian una existencia estrictamente 
geoquimica, dado que tanto su aceptor de 
electrones (CO, en el caso de los metanó- 
genos y homoacelógenos, y SO,” en al 
саво de los reductores de sullalo) como el 
donador de electrones (Н. proceden de ma- 
teriales inorgánicos. Estos quimioitatrolos 
subterráneos representan una gran nove- 
дай, debido а su total independencia de la 
producción primaria totosintélica, qua go- 
пога el oxigeno molecular y/o la materia or- 
Qánica y es necesaria para prácticamente 
todos los organismos que habitan an la a 
рейсів. Sin embargo, como ocurra a voces 
өп la investigación, otros descubrimientos 
бәл puesto өп duda esa interpretación, Aun- 
que esos basallos no tienen mucha materia 
orgánica, alguna hay, por lo que la tormenta- 
cên podría sor la fuente de parte (о incluso 
е la mayoría) del Н, usado рогов diversos 
quimioitotrotos de Н, en la subsuperficia”. 

Es evidente que queda mucho por in- 
úvostigar sobre la extensión y ol significado. 
ecolêgico de los ecosistemas microbianos 
prolundos basados еп el Ma, independien- 
temente dol origon de esto elemento. Paro 
estê claro que өп la subsuporhicie profunda. 
habitan microorganismos metabólicamente 
activos que consumen H;. y que esto hecho 
sugiero a su vez que pueden ser agentas 
biogeoquimicos importantes en esos am- 
biomes. 


confocal de un biofilme microbiano ad- 


herido a la superficie de una lasca de basalto. El color verde es la luz re- 
Nojada por la superficie del basalto, mientras que el color rojo procede 
де las cólulas bacterianas tenidas con rojo Nilo. Las células de este bio- 
Тате crecieron a partir del Н, del basalto, como se indica en la reacción 
де la Figura 10. (o) Reacciones metabólicas clave en procariotas anaero- 
bios creciendo en acuileros profundos anóxicos de basalto. 


4H, + CO, = OH, + 2 HO 


Acetogénesis: 4 Hy + 2 HOO,” + Н' — CH400O” + 4 H40 
Reducción da suliato: 4 H + SO, + Н > HS 4 4 H:O 


TERRESTRES = 633 
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ЕШ ^тыелтез de agua dulce 


Los ambientes acuáticos típicos son los lagos, estanques, 
ríos y manantiales. Los ambientes acuáticos difieren consi- 
derablemente de cualquier otro en sus propiedades fisico- 
químicas y no es sorprendente que también sea distinta la 
composición de especies microbianas que viven en ellos. 
Los organismos fototróficos predominantes en la mayoría 
de los ambientes acuáticos son microorganismos. En las zo- 
пав óxicas, cianobacterias y algas son los más abundantes; 
en las zonas anóxicas dominan las bacterías fototróficas 
anoxigénicas. Las algas que flotan о se mantienen en sus- 
pensión se denominan fitoplancton; las que se adhieren al 
fondo o a los lados, algas bénticas. Dado que estos orga- 
nismos fototróficos utilizan energía que obtienen de la luz 
para la producción inicial de materia orgánica, también se 
llaman productores primarios. 

En el análisis final, la actividad microbiológica de un 
ecosistema acuático depende de la tasa de producción pri- 
тапа que llevan a cabo los organismos fototróficos. Los 
fototrofos oxigénicos producen nuevo material orgánico, 
así como oxigeno. Cuando la actividad fotosintética es muy 
elevada, la materia orgánica lleva al agotamiento de O; y 
a condiciones anóxicas. Este hecho desencadena a su vez 
formas alternativas de metabolismo, en particular la fer- 
mentación y la respiración anaeróbica (vanse Secciones 
17.13-17.21). 


Relaciones con el oxigeno en lagos y rios 

Los requerimientos de oxígeno y la anaerobiosis han sido 
estudiados en la Sección 6.13; la producción de oxígeno 
mediante la fotosíntesis, en la Sección 17.5; y el papel del 
oxigeno en los microambientes, en la Sección 19.2. Aunque 
el oxígeno es uno de los gases más abundantes en la at- 
mósfera (~ 21% del aire), su solubilidad en el agua es li- 
mitada, y el intercambio entre el oxígeno disuelto y el 
oxigeno atmosférico en las grandes masas de agua es len- 
to. La producción fotosintética significativa de oxígeno en 
mares y lagos se lleva а cabo sólo en las capos superficiales, 
donde hay luz disponible (véase Figura 19.1). La materia 
orgánica que no se consume en estos estratos superiores 
va a parar al fondo, donde se descompone por la acción de 
microorganismos facultativos, que utilizan el oxígeno di- 
suelto en el agua. En los lagos, cuando se ha consumido el 
oxígeno disuelto, las capas más profundas se vuelven anó- 
xicas; en esa zona no pueden crecer organismos aeróbicos 
estrictos, como plantas superiores y animales, y su com- 
posición en especies está restringida a bacterias anaeróbi- 
cas y algunos animales microaerofílicos. Además, se 
produce un cambio del metabolismo respiratorio al fer- 
mentativo y al metanogénico, con importantes repercusio- 
nes еп el ciclo del carbono y de otros nutrientes (para un 
tratamiento más extenso, vámse Secciones 19.9-19.11). 

El que una masa de agua quede desprovista о no de oxi- 
geno depende de varios factores. Si la materia orgánica es 
escasa, como ocurre en lagos con poca producción о en mar 
abierto, es posible que no haya suficiente sustrato disponi- 
ble para que los quimioorganotrofos consuman todo el oxi- 
geno. También es importante la velocidad de intercambio 
de agua entre las capas profundas y la superficie. En las zo- 


паз con fuertes corrientes o turbulencias, las masas de agua 
se mezclan bien, por lo que el oxígeno puede alcanzar las 
zonas Sin embargo, en muchos lagos de climas 
templados, la masa de agua permanece estratificada duran- 
te el verano, con unas capas Superiores menos densas y con 
mayor temperatura, las cuales constituyen el epilimnion, se- 
paradas de las capas inferiores, más frias y densas (el hipo- 
limnion) (Figura 19.9). Cuando se produce la estratificación, 
normalmente a principios de verano, las capas inferiores 
se vuelven anóxicas (véase Figura 19.9). A final del otoño o 
a principios del invierno, las aguas superficiales se enfrían 
y. por tanto, se vuelven más densas que las capas inferiores, 
produciéndose un intercambio que causa la aireación del 
fondo. Por todo ello, la mayoría de los lagos de zonas tem- 
pladas muestran un ciclo anual en el que las capas inferio- 
res pasan de óxicas a anóxicas у de nuevo a óxicas. Los 
cambios en el contenido de oxígeno alteran la actividad mi- 
crobiana, aunque ésta también está fuertemente influida 
рог otros factores, especialmente la temperatura, 


Ríos 

El oxigeno es un factor de particular interés, especialmen- 
te en los ríos que reciben mucha materia orgánica proce- 
dente de aguas residuales y de contaminación industrial. 
Aunque las aguas de un río se mezclen mucho debido al 
flujo del agua y a turbulencias, sí el aporte de materia or- 
gánica es muy elevado puede producirse un déficit de oxi- 
geno debido a la respiración bacteriana, como se ilustra en 
la Figura 19.10. A medida que el agua se aleja del lugar don- 
de se produce la descarga de residuos, la materia orgánica 
es consumida gradualmente y la concentración de oxígeno. 
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ШШЕ] соо з condiciones anóxicas өп las protundi- 
dades de un lago de сіта templado, como resultado de la estratifica- 
¡ión estival. Las aguas más frias del fondo son más densas y contienen 
HS procedente da la reducción bacteriana del sulfato, La zona que 
presenta un cambio rápido de temperatura se denomina fermoctína. A 
medida que las aguas superficiales se enfrían en otoño y en invierno, 
suelen alcanzar la temperatura y la densidad propias de las aguas hi- 
Polmnéticas y al hundirse, desplazan a las del fondo, dando lugar a la 
mezcia del lago». 
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Numero de células/concentración de nutnentes 


Aporte 
[aguas residualas) 


w 


® 


Efecto de la incorporación de aguas residuales о de 


ов desechos ricos en mataria orgánica a los sistemas acuáticos. (a) 
nuno, la respuesta inmediata a una descarga de mate orgánica es 
Jel aumento dei numero de bacterias heterotróficas y la disminución de: 


ш тушө де O,. Si el aporte contiene NH. por ejemplo, de aguas ro 
sales, el amonio es oxidado а NO, por as bacterias niricantes 
[fanse Secciones 12.3, 17.12 y 19.12). Nótese que el aumento de NH; 
азер poco después del aumento de МО, al rse produciendo las 
фи etapas del proceso de la niticación, El incremento del numero de 
ga y cianobacterias es, nto todo, una respuesta a los nutrientes 1n- 

(со. especialmente PO} . En cuanto se һа consumido la mayor 
are де св compuestos orgánicos oxidables y los inorgánicos, ө O, 
кемеа оз niveles previos a la entrada de aguas residuales. (5) Un lago 
rico rca еп nutrientes), Lago Mendota. Madison (Масол, abun- 
anto en aigas. canobactenas y macróftos (plantas acuáticas), Estos 
адалт crecen como respuesta a la contaminacion por nutrientes 
orgánicos. que en su mayor parte son resultado de la escorrentía pro- 
can por la actividad agraria en la cuenca del iago. Las plantas muer- 
sy as algas Белеп tanta demanda Dilógica de oxigeno (DBO). que 
биде estos ototofos aportan oxigeno mediante la fotosinesis, su 
бага determina un agotamiento del O, а gran escala 


а ala normalidad. La disminución de la cone 
ción de oxígeno en una masa de agua no es conveniente 
porque en condiciones anóxicas, aunque sean sólo tempo- 
rales, los animales se mueren. Además, cuando el agua se 
vuelve anóxica, empiezan a crecer bacterias anaeróbicas 
que producen compuestos con un fuerte olor (por ejemplo, 
aminas, H,S, mercaptanos o ácidos grasos), algunos de los 
cuales también son tóxicos para los organismos superiores. 


Demanda biológica de oxígeno 
La capacidad de consumir oxígeno que tiene una masa de 
agua determinada se conoce como demanda biológica de 
oxigeno (ОВО). Para determinar la ОВО se toma una mus 
tra de agua, se airea bien y se coloca en una botella que se 
precinta y se pone en incubación durante un periodo es- 
tándar de tiempo (normalmente 5 días а 20°С). Al final del 
periodo de incubación, se determina el oxígeno residual 
que contiene el agua. La DBO es una medida indirecta de 
la cantidad de materia orgánica del agua que puede ser oxi- 
dada por los microorganismos, Cuando un río se recupera 
de la contaminación producida por compuestos orgánicos, 
el descenso de la DBO se a un aumento en la 
concentración del oxígeno disuelto (Figura 19.101) 
Vemos, por tanto, que en una masa de agua los ciclos del 
carbono y del oxígeno estan interrelacionados, y la concen- 
tración de cada uno de estos elementos su 
mente proporcional a la del otro, Esto se hace especialmente 
evidente en los ambientes anóxicos, donde hay abundancia 
de carbono (vénse Secciones 19.9-19.11). 


/ 19.8 Revisión de conceptos 


En los ecosistemas acuáticos, los microorganismos fototróficos 
son generalmente los productores primarios, Las bacterias con- 
sumen la mayor parte de la matería orgánica que se produce; lo 

agotamiento del oxígeno en el medio. La DBO 
es una medida del consumo de oxígeno por microorganismos en 
la muestra de agua. 


cual conduc 


/ Qué es un productor primario? 

/ ¿Dónde se encuentra en un lago el epilinmion y el hipolim- 

/ Si se añade materia orgánica a una muestra de agua, ¿se 
produce un aumento o шла disminución de la DBO? 


I11 MICROBIOLOGÍA MARINA 


Los océanos difieren en muchos aspectos de los ambientes 
de agua dulce, por ejemplo, en salinidad, temperatura me- 
día y estado nutricional. La aplicación a la ecología micro- 
biana de técnicas moleculares, especialmente la tinción 
genética, así como el aislamiento y secuenciación de genes 
(oéanse Secciones 18.4-18 6), está proporcionando nueva in- 
formación sobre los microoganismos marinos. En este capi- 
tulo trataremos tres temas clave: la presencia de procariotas 
еп mar abierto, la microbiología de las profundidades ma- 
rinas y los extensos ecosistemas microbianos que sostienen 
vida animal en las proximidades de las fuentes hidroter- 
males marinas. 
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FO Ambientes marinos y distribución 
[ de microorganismos 


Comparados con los ambientes de agua dulce típicos, los ni- 
veles nutritivos en el mar abierto con frecuencia resultan li 
mitantes, especialmente en el caso del nitrógeno, el fósforo 
y el hierro, que son nutrientes inorgánicos clave. La actividad 
de los productores primarios (principalmente, la fijación fo- 
tosintética de CO.) se ve constreñida рог esas deficienc 
en la nutrición, lo que provoca que el número de células en 
езе medio sea inferior al de los ecosistemas de agua dulce. 
Sin embargo, como los océanos son tan grandes, la fotosín: 
tesis colectiva y la producción de oxígeno que tiene lugar en 
ellos son factores esenciales en el equilibrio ecológico del car- 
bono en la Tierra y su influencia global abarca desde la ca- 
dena alimentaria marina hasta el clima del Planeta. 


Producción primaria 
Una parte importante de la producción primaria en mar 
abierto, incluso a profundidades significativas, se debe a la 
actividad fotosintética de los proclorófitos, diminutos ргоса- 
riotas que contienen clorofilas а y b; Prochlorococcus (orga: 
nismo emparentado con las cianobacterias) es un destacado 
productor primario (пзе Figura 19.11a y Sección 1227). En 
los mares tropicales y subtropicales, la cianobacteria plane 
tónica filamentosa Trichodesmium (véase Figura 19.11c) es 
tambi nte. Las células de Trichodesmim forman 
penachos de filamentos que constituyen una fr 
nificativa de la biomasa suspendida en esas aguas. La pro- 
nitrógeno fijado por Trichodesmium es muy 
importante en el ciclo del nitrógeno (oase Sección 19.12) en 
ambientes marinos. Еп aguas costeras, se han encontrado, 
incluso, cantidades muy pequeñas de eucariotas fototr 
algunos de los cuales están entre las células еш 
menor tamaño que se conocen, Ostreococcus, por ejemplo, 
es un alga extremadamente pequeña, de unos 0,7 mm de 
diámetro (Figura 19.116), miénor que una célula de Escher; 
chia coli 
La zona próxima a la orilla suele ser más fértil desde el 
punto de vista de los nutrientes que las aguas de 
to y, en consecuencia, mantienen poblacio 
microorganismos fototróficos (Figura 19.12). Esto, a su vez, 
alimenta densidades más elevadas de bacterias qu 
ficas y de animales acuáticos, como peces, moluscos, crus- 


«ción sig- 


ойт. 


táceos, etc. Las bahías у masas interiores que reciben niveles 
altos de nutrientes de los residuos industriales tienen gran- 
des cantidades de fitoplancton y bacterias. Si la contami 
nación es suficientemente alta, las aguas marinas someras 
se pueden volver anóxicas, una vez que las bacterias ago- 
tan el O,, y tóxicas para la vida marina por la producción 
de HS por las bacterias sulfato reductoras que se desarro- 
Пап rápidamente en las zonas anóxicas (véase Sección 19.13). 


Microbiología del mar abierto 

A pesar de los bajos niveles de nutrientes inorgánicos y de 
carbono orgánico, en el mar abierto se han encontrado nú- 
meros significativos en suspensión, entre 10° y 10° células 
procarióticas por mililitro, Además, hay células eucariotas 
muy pequeñas presentes en números estimados por encima 


| : 


т) 
FISH tase Sección 18.4) de сёмав del procoróoProehtorococcus 1o. 
toto dominante en aguas marinas subtropicales.) Метода elec 
irónica де Transmisión де una célula де Ostreococcus, una mina apa 
беха, que eh encontrado en grandas números en aguas costeras 
La fecha señala ei cloroplasto Las chas de Prochorococeus y la de Or 
Ireococcus miden unos 07 um de dimero. (c) Trichocesmbm, ciano- 
bacteria Nadara де nitrógeno, Las clas forman panachos que jan 
жамаи Н, en арла da todos los mars орн, lamer de 
Trchocesmiam mide unos & ron de mato. Para ura mayor oración 
sobre prcloritos, las y Carcbacteras se recomienda consular las 
Secones 1225, 14.11 y 1225. respectivamente 
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[ТТЛ] ETI 
senta оома por вае, Sa aprecia la сома esto de Estados 
Únicos, desde la mitad de Ропа hasta el norte de Maine (nea de 
orcs. Носа el contro de la foto зе hala la bahia de Chesapeake os 
lances Lagos se von en la parte superior queda. Las dress ricas en 
moo van en ole rojo (> 1 Mg Coral ма areas 
[E001 mg/m). Obsérvese la elevada productividad primaria en las 
Î conteras y'on os Grandes Lagos. 


de 10* eucariotas por mililitro. ¿De qué viv 
nismos? Los resultados obtenidos apuntan a un metabolis 
то energético basado en la luz como elemento clave en el 
mantenimiento de esta microbiota de mar abierto. Ya se han 
¡comentado algunos de estos organismos, como Prechloro 
occus, Trichodesmium y los diminutos eucariotas fototrofos 
(ве Figura 19.11). Otros fototrofos llevan a cabo fotosínte 
sis anoxigónica ( y 174). ESÍOS organis- 
Mos pueden estar relacionados con las bacterias fototróficas 
sserobias» que se hı 
ala orilla (vénse Sección 1 
Pero, además de esto 


n estos orga- 


anse Secciones 1 


л aislado de aguas marinas próximas 


fototrofos, la mayor sorpresa ha 
sido el descubrimiento de que muchas bacterias en la zona 
tica del mar (hasta 300 metros) contienen una forma del 
Pigmento visual, rodopsina, y son capaces de usarlo para 
Convertir la energía luminosa en ATP. En la Sección 13.3 se 
йа comentado el caso bien estudiado de la bacteriorrodopsi- 
hi, presente en la arquea halófila Halobacterium, y cómo esta 
molécula participa en la síntesis de ATP. La forma de ro- 
dopsina que se encuentra en los procariotas de mar abier- 
lo es muy parecida a la bacteriorrodopsina, pero está 
presente en células que filogenéticamente corresponden al 
dominio Bacteria, no Archaea. Recibe el nombre de proteo- 
trodopsina porque los organismos que la contienen son 
proteobacterias (vénse Sección 12.1). Se cree que esta molé 


cula es la base del metabolismo energético de estas bacte- 
rias marinas, las cuales dejan de depender del carbono or- 
gánico como fuente de energía. Es así como los mecanismos 
de síntesis de ATP originados por la luz, ya sea la fotosín- 
tesis en el sentido clásico o cualquier otro, parecen estar 
ampliamente distribuidos en los procariotas presentes en 
las aguas de las capas superiores de los océanos. 


Distribución Archaea/Bacteria 

El número de procariotas en mar abierto disminuye con la 
profundidad. Ên la superficie el promedio se sitúa entre 10°- 
10° células/ml. Sin embargo, por debajo de los 1000 metros 
el número total desciende а 107-10° células/ml. El uso de 
tinciones filogenéticas para diferenciar células de cada do- 
minio filogenético (véase Sección 18.4) ha revelado una in- 
teresante distribución de Bacteria y Archaca en relación con 
la profundidad en mar abierto. En general, las especies de 
Bacteria predominan en las aguas superiores (< 1000 m 
tros), mientras que los números son iguales o muestran un 
ligero predominio de Archaca en las aguas profundas (Fi- 
gura 19.13). Las Archaea presentes en aguas más bajas son 
casi exclusivamente especies de crenoarqueotas, un filum 
de Archaea que incluye las hipertermófilas (véase Secciones 
138-13.10). Extrapolando los datos de la Figura 19.13, se ha 
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Figura 19.13 Pocero total де procariotas pene 


miro Archaea 


saldo 
¡dominio Bacteria en las aguas del Pacifico Norte. (a) 
Distribución de Archaea y Bacteria según la profundidad. (6) Números 
absolutos de Archaea y Bacteria (por militro). Adaptado de Nature 
409:507-510 (2000) 
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estimado que en el conjunto de los océanos de todo el mun- 
do existen 1,3 x 10* y 3,1 х 10% células de Archaea у Bact 
ría, respectivamente, Esto indica que los océanos contienen 
la mayor cantidad de biomasa microbiana que existe en toda 
la superficie de la Tierra (véase Sección 13) 


/__19.6 Revisión de conceptos 


Aunque el agua marina es mutricionalmente más pobre que al- 
gunas masas de agua dulce, alberga un significativo número de 
microorganismos. Muchos de ellos dependen del metabolismo 
Tototrófico de una u otra clase. En relación con los procariotas, 
las especies del dominio Bacteria suelen predominar en las aguas 
superficiales, en tanto que las Archaea prevalecen en aguas más 
profundas. 


Y ¿Cómo participa Prochlorococcus en el ciclo del carbono y 
del oxígeno en los mares? 

Y ¿Qué es la proteorrodopsina y a qué debe este nombre? 
¿Cómo ha ayudado la proteorrodopsina a solucionar el mis- 
terio de que grandes números de células bacterianas puedan 
coexistir en aguas de mar abierto, esencialmente despro- 
Vistas de materia orgánica? 

+ ¿Cómo se distribuyen diferencialmente las Archaea y Bacte- 
ría en los océanos? 


Microbiología de las 
cfindidades martin 


¿Cómo son las profundidades marinas у qué fenómenos de 
interés microbiológico tienen lugar allí? La luz solar pene- 
tra hasta un máximo de unos 300 metros en el mar abierto; 
«ва parte superior iluminada se denomina zona fótica (Fi- 
ига 19.13). Por debajo, aproximadamente hasta unos 1000 
metros de profundidad, se produce una intensa actividad 
biológica como resultado de la acción de animales y micro- 
organismos quimioorganotrofos. Comparadas con esa zona, 
las aguas de profundidades'superiores son relativamente 
inactivas desde el punto de vista biológico. Al referirse a 
ellas se habla de «profundidades marinas». Más del 75% del 
volumen de agua del mar corresponde a las grandes pro- 
fundidades, entre 1000 y 6000 m por debajo de la superficie. 


Condiciones en las profundidades marinas 

Los organismos que habitan las profundidades deben estar 
adaptados a tres condiciones extremas: bajas temperaturas, 
altas presiones y concentraciones de nutrientes muy pe- 
queñas, Por debajo de los 100 т, el agua marina se halla a 
una temperatura prácticamente constante de 2 о YC. En la 
Sección 68, se trató la respuesta de los microorganismos a 
los cambios de temperatura. Como cabría esperar, las bacte- 
rias aisladas de profundidades superiores a 100 metros son 
psicrófilas (amantes del frio). Algunas son psicrófilas extremas, 
y solo crecen a temperaturas que difieran muy poco de su 
habitat natural. Los microorganismos de las profundidades 
marinas deben también ser capaces de resistir las enormes 
presiones hidrostáticas asociadas a estas profundidades. La 
presión aumenta 1 atmosfera (atm) cada 10 m de profundi- 
dad. Esto significa que un organismo que viva a 5000 m de 
profundidad deberá soportar presiones de 500 atm. 


19.7 


Bacterias barotolerantes y barofílicas 

Podemos preguntarnos si las bacterias de las profundidades 
simplemente folera las altas presiones (en cuyo caso serían 
barotolerantes) o dependen realmente de esa presión elevada 
(en cuyo caso serían huroflicas). Los estudios con bacterias 
delas profundidades han demostrado que los dos modelos 
son posibles y que la distribución de las bacterias barotole- 
antes y las barofílicas dependen básicamente de la profundi- 
dad. Los organismos aislados a profundidades de alrededor 
Че 3000 m y utilizados en estudios que relacionan el creci- 
miento o la actividad metabólica con la presión, demuestran 
que son barotolerantes; su tasa metabólica es más elevada si 
se cultivan a 1 atm que a 300 atm, pero la velocidad de cre- 
cimiento suele ser la misma para ambas presiones (Figura 
19.14). Sin embargo, las bacterias barotolerantes aisladas no 
crecen a presiones superiores a 500 atm. Por el contrario, los 
cultivos de muestras de profundidades mayores, entre 4000 
y 6000 m, son barofílicos; presentan un crecimiento óptimo 
a unas 400 atm (vease Figura 19.14). Debe notarse que, aun- 
que los barófilos crecen mejor bajo presión, conservan la ca- 
Pacidad de crecer а 1 atm (Figura 19.14). 

De muestras de profundidades aún mayores (10 000 m), 
se han obtenido barófilos extremos (estrictos), En una cepa 
estudiada detalladamente se observó un crecimiento må- 
ximo a una presión de 700-800 atm, y podía crecer hasta 
una presión de 1035 atm, que es la que soporta en su hábi- 
tat natural (vénse Figura 19.15), Un aspecto singular de este 
barófilo extremo era que no solamente foleraba una presión 
elevada, sino que la necesitaba para poder crecer; no se ob- 
servó crecimiento a presiones inferiores a 400 atm (Figura 
19.14). Sin embargo, resulta interesante que este barófilo 
extremo podía resistir periodos moderados de descompre- 
sión sin verse afectado, aunque dejaba de ser viable si per- 
manecía en estado de descompresión durante varias horas, 
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"Crecimiento de las bacterias baratolerantes, barofr 
(саз y baroflicas extremas, Estas últimas se aisiaron de la Fosa de las 
Marianas (увазе Figura 19,15). Obsérvese la velocidad de crecimiento. 
mucho menor (a cualquier presión) de los barófllos extremos (en la or- 
denada де la derecha), en comparación con los barotolerantas y los. 
barofilos (en la ordenada de la izquierda), Obsérvese también la inca- 
pacidad de los Багоћоз extremos para crecer a bajas presiones. 
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KE] Erazo de muestreo del sumergibia Kako insertando 
un tubo en el sedimento del fondo manno en la Fosa de las Mañanas 
Océano Pacifico, rente a las Filipinas) a una profundidad de 10.897 
metros Los tubos de sedimento se recuperan y se utlizan para el en 
fiquecimiento y aislamiento de las bacterias barûfilas 


Las bacterias barotolerantes y barofílicas suelen preferir 
las temperaturas bajas, es decir, son psicrófilos. Esta pro- 
piedad es más dominante en los barófilos extremos. El ba- 
rófilo extremo descrito en la Figura 19.14 era sensible a la 
temperatura; su temperatura óptima de crecimiento era 
Inambiental de 2°C, y por encima de los 10°C, su viabilidad 
disminuía de manera significativa. 


Efectos moleculares de las altas presiones 
Se sabe que la presión afecta a la fisiología y a la bioquími- 
va de la célula. Se ha demostrado que el aumento de la pre- 
sión disminuye la capacidad de fijación de las enzimas а 
sus sustratos. Por tanto, las enzimas de los barófilos extre- 
mos deben estar plegadas de manera que el efecto causado 
por las altas presiones sea mínimo. La síntesis de proteinas 
У algunos fenómenos de membrana, como el transporte 
Son también blancos potenciales del efecto de las altas pre 
sones. Un organismo que crezca a presión elevada ti 
una mayor proporción de ácidos grasos insaturados en la 
membrana citoplasmática. Este cambio puede que respon 
da a algún mecanísmo adaptativo, porque hage que la 
Membrana sea menos sensible а la gelificación а altas pre 
siones. Las lentas velocidades de crecimiento de los barófi 
los extremos (véase Figura 19.14) se deben probablemente 
luna combinación de los efectos de la presión sobre la bio- 
química celular con el hecho de que estos organismos sólo 
“егеп a bajas temperaturas, lo que de todas т, 
dice mucho la velocidad de las reacciones químicas. 
La utilización de las herramientas de la genética mole- 
tular ha aportado una nueva visión de la fisiología de la ba 
тойа. En los barófilos Gram negativos capaces de crecer 
hasta 500-600 atm, se ha demostrado que el crecimiento а 
alla presión se acompaña de cambios en la composición de 
las proteínas de la membrana externa de la pared celular. 
En un baróñilo estudiado en detalle se ha visto que una pro- 
kîna de la membrana exterior llamada OmpH («outer mem- 
xane protein Н», proteína Н de la membrana externa) se 
sintetiza cuando las células crecen sometidas а altas presio- 
тез, pero no lo hace si el crecimiento tiene lugar а 1 atm. La 


OmpH es un tipo de porína, una proteína estructural que 
forma canales para la difusión de moléculas orgánicas a tra- 
vés de la membrana externa de la pared hacia el periplasma 
(véanse Sección 49 y Figura 4.36b). Según parece, la porina 
presente en las células del organismo barofílico que crece а 
bajas presiones no funciona adecuadamente a altas presio- 
nes, y debe sintetizarse otro tipo de molécula de porina. 

El estudio de la OmpH demuestra que la presión pue- 
de afectar a la expresión génica en las bacterias barofílicas. 
Мо зе sabe aún de qué manera sucede esto, pero podría de- 
berse a la actividad de las proteínas represoras sensibles a 
la presión o a los activadores de genes dependientes de la 
presión (véase Capítulo 8). Sin embargo, parece que son re- 
lativamente pocas las proteínas controladas por la presión 
еп las bacterias barofílicas, porque muchas de las proteínas 
se encuentran en las células tanto si se cultivan a alta рп 
sión como si crecen a bajas presiones. Las proteínas de la pa- 
red celular y las estructurales relacionadas con la pared 
celular, así como las de transporte, parecen ser los compo- 
nentes con una mayor variabilidad. 


/__19.7 Revisión de conceptos 


La parte profunda del mar es un hábitat frío y oscuro, con una 
elevada presión hidrostática y baja disponibilidad de nutrientes. 
Los barófilos crecen mejo ones de presión y los ba- 

os extremos, que se encuentran a las mayores profundida- 
des, necesitan presiones elevadas para crece 


bajo condi 


2 ¿Cómo cambia la pres 
/ ¿Qué adaptaciones moleculares se producen en los barófilos 
les permiten crecer óptimamente a grandes presiones? 


ın la profundidad? 


ЕЕ Fuentes hidrotermales submarinas 


La concepción general que se tiene de las profundidades 
marinas como un ambiente remoto, de bajas temperaturas 
y altas presiones, donde sólo pueden vivir bacterias baro- 
tolerantes y barofílicas de crecimiento lento es generalmente 
correcto, pero hay algunas excepciones sorprendentes, Dis- 
tribuidas por todos los fondos marinos se encuentran co- 
munidades muy activas de animales cuya subsistencia está 
asegurada por la actividad de microorganismos qu 
cuentran agrupados alrededor de fuentes hidrotermales 
que surgen en las grandes profundidades. Geológicamen- 
te, estos manantiales están asociados a centros de expansión 
del fondo oceánico, que son las zonas donde el basalto y el 
magma calientes hacen que el fondo se vaya separando len- 
tamente. El agua marina que se filtra por las grietas en esas 
zonas se mezcla con minerales calientes y vuelve a salir a 
gran presión. Debido a sus características excepcionales, 
estas sungencias (Figura 19.16) sé conocen como fuentes hi 
drotermales submarinas (иго! етта! vents). 

Se conocen dos tipos principales: fuentes templadas 
(warm vents), que expulsan fluido hidrotermal a temperatu 
ras de 6-23'C (en agua marina que está a 2°C); y fuentes ca- 
lientes (hot vents), que desprenden el fluido a 270-380"С (обе 
Figura 19.16), y son conocidas también como chimeneas ne- 
gras (black smokers), porque el agua, muy rica en minerales, 
forma una nube oscura de material precipitado al тед 
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templada (6-23°С) 
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temperatura (-350°C) 
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Diagrama de Tas formaciones geológicas y delas 
principales aspectes químicas presentes өп ls fuentos ската 
templadas y en las chimeneas negras submarinas. En as fuentes N 
¿rotermales ө идо se entra mediante ө! agua ма del ma (230) 
ue se lira en ов sedimentos. En las chimeneas negras, el fido y 
юнита! ascendente тоют a los 350°C) юра а fondo del mar di 
rectamente. Las fuentes hidrotórmales templadas y las chimeneas. 
gras зо encuentran generalmente a una рома де unos 2000 m 
donde sa puede acceder con submarinos pequeños espaciaiea, сото 
es el AMn, utizado por ов investigadores ди Wooda Hale Oceano- 
graphic Institute WHO, өп Wooda Hole, MA 


con el agua marina. La velocidad de salida del agua en los 
dos tipos de fuentes también es característica: en las tem- 
pladas el fluido sale a 0,5-2 cm/s, mientras que en las ca- 
lientes lo hace а mucha mayor velocidad, 1-2 m/s. 


Animales que viven en las fuentes 
hidrotermales submarinas 

Con submarinos pequeños preparados para resistir altas 
presiones es posible estudiar los organismos asociados a 
las fuentes submarinas. Se han encontrado comunidades 
muy activas de invertebrados, que incluyen gusanos tubico- 
las (adscritos al grupo pogonóforos, o vestimentiferos), de 
más de 2 m de longitud, y un gran número de mejillones y 
almejas gigantes, de 20 y 25 cm, respectivamente (Figura 
19.17). Si se tiene en cuenta que apenas existe productividad 
biológica en otros lugares de las grandes profundidades, 
cabe preguntarse: ¿cómo pueden existir unas comunidades 


е 


| оста потта 
rotermales submarinas. (a) Ei gusano tubicola (ama Pogonophora), 
mostrando la cuticula (lanca) y ei penacho fojo}, (65) Fotografa más 
arcana mostrando el penacho ды gusano. EI penacho recoge Юв nu- 
trientes de la fuente hidrotermal, especialmente el H,S. Éste es trans- 
portado alas bacterias oxidadoras de sulfuro simbiontes que viven 
entro del animal Véase el texto para más detalles (с) Banco do bival. 
vos junto a una fuente hidrotermal somara calerie. Obsérvese la de- 
posición amarila de azur elemental resultado dela oxidación de H;S 
por smbiontes quimioitotróticos en ов bivalvos y alrededor de elos 
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tan densas de animales en ausencia de productores prima- 
rios fototróficos?, o, ¿de dónde se obtiene la energía? 

El análisis químico del fluido hidrotermal demuestra la 
existencia de gran cantidad de materiales inorgánicos re- 
ducidos, incluyendo H,S, Mn**, Н; y CO. Algunas fuentes 
contienen poco HS, pero tienen una alta concentración de 
NH, '. No se ha encontrado materia orgánica en el fluido de 

guna de las surgencias estudiadas hasta ahora. El aná 

is de la química de estas surgencias y de los procesos mi 
erobianos asociados pone de manifiesto que los animales 
que viven allí dependen de la actividad de los quimiolito- 
Алоо (véanse Secciones 17.8-17,12), que crecen a expensas 
де las fuentes de energía inorgánicas procedentes de las 
propias surgencias. El dióxido de carbono, que se encuen- 
tra en gran abundancia en el agua marina en forma de 
CO)” y НСО, , es fijado a carbono orgánico por los qui- 
miolitotrofos, y éstos forman la base de una cadena de ali- 
mentación muy corta en la que se encuentran los animales 
que viven junto a las fuentes hidrotermales. 


Microorganismos de las fuentes submarinas 
En las fuentes hidrotermales, y en sus alrededores, viven 
cantidades de quimiolitotrofos oxidadores de azufre, 
como Thiobacillus, Thiomicrospira, Thiothrix y Beggiatoa (обал 
Secciones 124 y 17.10). A partir de muestras recogidas 
terca de las fuentes termales, se han podido cultivar dichos 
ismos en el laboratorio y mediante experimentos in situ 
demostrado la fijación de CO, y la oxidación de H,S y 
507 por poblaciones naturales de dichas bacterias. Otras 
Huentes producen bacterias nitrificantes, oxidadoras de hi 
о, oxidadoras de hierro y manganeso y metilotrofas. 
tas últimas se nutren, probablemente, del metano y mo- 
óxido de carbono (CO) que desprenden las fuentes (para 
fs información sobre algunos de estos grupos fisiológicos, 
ве Capítulos 12 y 13). La Tabla 192 resume los donado- 
y aceptores de electrones dentro de los quimiolitotrofos 
¡se supone que desempeñan una función en la ecología de 
fuentes submarinas, Sin embargo, no se tienen pruebas 
los animales de esos hábitat se coman las bacterias qui 
olitotrofas, Es la capacidad autotrófica de estos organis 
оз la que proporciona el alimento a estos animales. 


ión de los animales que habitan junto 
Паз fuentes submarinas 
inados quimiolitotrofos viven en asociación directa 
los animales de las fuentes submarinas. Los gusanos 


dores del hidrógeno. 
dadores de hierro y manganeso 


tubícolas de 2 m de longitud (véase Figura 19.17) carecen 
Че boca, intestinos o ano, pero poseen un tubo digestivo 
modificado formado principalmente por un tejido espon- 
joso llamado trofosoma. El tejido del trofosoma, que cons- 
tituye aproximadamente el 50% de su peso, contiene 
gránulos de azufre; la observación microscópica permite 
apreciar en el tejido del trofosoma gran cantidad de células 
procarióticas, unas 3,7 х 10° células/g (Figura 19.18). Las 
células esféricas grandes que se observan son estructural- 
mente similares a Thiovulum, una bacteria marina oxida- 
dora de azufre. El tejido del trofosoma también muestra 
actividad de la enzima RubisCO y otras enzimas del ciclo de 
Calvin, la vía metabólica que utiliza la mayoría de los or- 
ganismos autotrofos para convertir el CO, en material ce- 
lular (véase Sección 17.6) 

Las bacterias quimiolitotrofas alimentan al animal, ya 
que éste se nutre de los productos de excreción de los sim- 
biontes y de sus células muertas. El pogonóforo Riftia (vén- 
se Figura 19.17) posee abundantes vasos sanguíneos, que 
utiliza para atrapar O, y H,S (vésse más adelante), y trar 
portarlos hasta los quimiolitotrofos en el trofosoma, Una 
conclusión similar se alcanza con relación a la nutrición 
de las almejas y mejillones gigantes (véase Figura 19,170), 
presentes alrededor de las fuentes, ya que también se han 
encontrado comunidades de bacterias oxidadoras de sul- 
furo en las branquias de estos animales, Las técnicas de 
secuenciación de ácidos nucleicos (véase Capítulo 10) y los 
análisis filogenéticos (vénse Capítulo 11) demuestran que 
todos los animales que viven en las fuentes submarinas 
albergan una bacteria simbionte principal, y que la espe- 
cie de simbionte varía entre los diferentes grupos de ani- 
males. 

Estudios más detallados de Riftia han puesto de mani- 
fiesto que estos animales contienen hemoglobinas poco fre- 
cuentes que captan HS además de О», y que transportan 
ambas moléculas hasta el trofosoma, donde quedan a dis- 
posición de las bacterias simbiontes; la captura del HS y su 
transporte hasta el lugar de utilización evitan la intoxicación 
del animal. El contenido de CO, en la sangre de Riftia tam- 
bién es elevado, de 20-30 mM, y se supone que se libera en 
el trofosoma como fuente de carbono para los simbiontes. 
Además, el análisis de isótopos estables (véase Sección 18.11) 
del azufre elemental hallado dentro de los simbiontes bac- 
teríanos muestra que la composición isotópica 5/5 es la 
misma que la del sulfuro emitido desde la surgencia, Esta 
proporción es claramente diferente a la del sulfato del agua 
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1 Bacterias quimioilotráficas oxidadoras de azufre asociadas al tajdo del trofosoma de los pogondloros d 
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les submarinas, (а) Micrografía electrónica de barrido del tejido del trofosoma mostrando las bacterias cocoldes oxidadoras de azufre. El diame. 


tro de la 


bacterias es aproximadamente de 3-5 jm. Reproducido con autorización de Science 213:340-342 (1981), © AAAS. (b) Microgralla 


electronica de transmisión de bacterias en una sección transversal de tajdo del trotosoma. Las cêlulas aparecen frecuentemente en parejas y ro- 


вола por una membrana externa de origen desconocido. 


marina y sirve como prueba adicional de que el sulfon 
térmico penetra en el gusano. 

Se ha sugerido también una relación entre nutrición ani 
mal y otros quimiolitotrofos (por ejemplo, los oxidadores de 
Н; y las bacterias nitrificantes), Se ha demostrado que 
simbiontes metanotrofos desempeñan una función nutriti 
va en los animales que viven asociados simbióticamen 
almejas gigantes, que crecen cerca de emanaciones natura: 

ases en aguas relativamente poco profundas del 
Golfo de México (пе Figura 12.16). Aunque no son exac- 
tamente autotrofos (el CH, es un compuesto orgánico), es- 
tos simbiontes proporcionan a los animales su sustento, en 
este caso mediante la oxidación de CH, como fuente de 
energía. - 


tea 


Agua muy caliente: chimeneas negras 
y montañas marinas 
Las grandes profundidades marinas originan presiones 
enormes que afectan a las propiedades físicas del agua, A 
2600 metros de profundidad, la temperatura de ebullición 
del agua es de unos 450°С. En algunas fuentes muy ca 
lientes (pero sin que se alcance la ebullición), los fluidos 
salen a temperaturas de 270-380°C (véase Figura 19.16) y 
teóricamente podría ser un hábitat para bacterias hiper- 
termofílicas (véanse Sección 6.10 y Capitulo 13). El flui 
hidrotermal emitido por las chimeneas negras contiene 
abundantes sulfuros metálicos, especialmente sulfuros de 
hierro, y se enfría rápidamente al entrar en contacto con el 
agua fría del mar. Los sulfuros metálicos se precipitan y 
forman una torre alrededor del punto de emisión, que se co- 
посе como «chimenea» (Figura 19.19). Aunque los proca- 


realidad no viven en un fluido hidrotermal tan са 
liente, tanto las bacterias termófilas como las hipertermó- 
filas viven en el gradiente agua marina-Mluido hidrotermal, 
quese forma cuando el agua caliente se mezcla con el agua 
fría del mar. Por ejemplo, en las paredes del tubo de la chi 
menea se encuentran abundantes procariotas termofílicos, 
сото Methanopyrus, una arquea metanogénica que oxida 
el Н; y ofrece un gran interés desde el punto de vista evo- 
(véase Capítulo 13). La presencia de especies de Bac 

teria y de Archaen en las paredes de la chimenea se detecta 

ndo la tecnología FISH (véanse Figura 19.20 


te 
in 18.4). 

Además de las chimeneas negras, las montañas marinas 
constituyen un hábitat para los procariotas, Estos volcanes 
sumergidos, localizados principalmente en el Océano Рас 
fico, en la placa tectónica, expulsan minerales férricos y agua 
extremamente caliente. Aunque no se han estudiado tan ex- 
tensamente como las chimeneas negras, hay pruebas de la 
existencia de procariotas termófilos en esas montañas ma- 
rinas y de su liberación al océano durante las erupciones. 


Metazoos y chimeneas 

Sorprendentemente, algunas chimeneas de las fuentes hi 
drotermales también están colonizadas por metazoos, es- 
pecialmente por el pequeño gusano tubicola Alvinella (Fi- 
gura 19.214). Alvinella, también conocida como «gusano de 
Pompeya», crece en la superficie externa de la chimenea y to- 
lera el agua extremadamente caliente que emite la surgen- 
cia. Las mediciones realizadas en su hábitat natural indi 
can que la temperatura interna del animal puede alcanzar 
105 80°С, lo cual hace que sea el más termotolerante de to- 


ъ 


dos los animales conocidos. La superficie de Alvinella está 
cubierta de bacterias filamentosas simbióticas, posible- 
mente quimiliototrofos (Figura 19.210). Aunque se i 
estos simbiontes nutren al gusano tal como hacen los sim: 


ontes que viven en los grand 


gusanos tubícolas y en los 


Figu Tinción Mogenática de mat 
chimenea negra de Snake-Pi, е 
Меде (а 3600 т de profundidad) Se conjugó un co 
есеге con una sonda de rRNA 165 del dominio Bacteria у un colo- 
fante rojo con una sonda de rRNA 165 para el dominio Archaea (véanse 
Secciones 11.6 y 18,4). El número de células tiende a ser más eleva 
Зо en las regiones externas de la pared de la chimenea (próximas a 
Jos 2'C del agua marina), y а disminuir en la región intenor. El Mudo hi 
Jdrolermal que pasa а través de la chimenea estaba а 300°C 
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as negras Моегалдо agua rica en sulluro y mine 
gran 
Obsérvese el equipo cier 


de cerca de 1 т de altura. (b) СМ 


o cercano а la chin 
L 


el tamaño relativamento pequeño de 


as paredes 


«уа presentan un gradient 


usco de temperatura y contienen di 


mejillones (véase Figura 19.17), las bacterias filamentosas 
son claramente una fuente de alimento para Alvinella; ве ha 


lo observar a estos gusanos saliendo de sus tubos y 


ntándose directamente de los epibiontes en la colonia 
de gusanos circundante 


«conoce el mecanismo de resistencia al calor de А! 


inella. Pero la existencia de un animal con semejante tole 
rancia al calor demuestra que la estructura celular eucariota 
puede soportar temperaturas mucho más elevadas de lo 


que se había creído. Ésto, a su vez 
t 
más termófilo que se 


indica que pueden exis- 


nás microorganismos eucariotas termófilos (aunque el 
эпосе de todos los eucariotas, un 
а 62°C) (véase Sección 6.10). 


19.8 Revisión de conceptos 


y actividad v 


ventes hidrotermales submarinas son surgenicas donde 


Icánica genera fluidos que contienen elevadas 
cantidades de fuentes de energía inorgánica, que pueden ser 
quimiolitotrófc 


utilizadas por las bacteri 


s bas 
parte del cual 
de las profundidades marinas. 


rotermales submarinas son hábitat donde los 


trofos son quimio 


/ {Еп qué se diferencia química y fisicamente una fuente hi- 


тта submarina templada de una chimenea negra? 


/ De qué forma se alimentan los pogonóforos gigantes? 


/ ¿Qué pruebas hay de la existencia de organismos vivos que 
puedan crecer a tempe 10°C? 
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gusano dels ened regas Año 6) Un 
Sjamplar de А pompajana, que mide unos 6 cm de largo, () Foto. 
merograta hucrescente de bactras Nlamantosas creciendo en su 
ресе de A pompajan. Las chulas se tineron con dos sondas 
fagendticas йети, amaril-verdoso y rojo, cada la de las cus 
lea reacciona con el ANA 168 de un grupo diferente де protecbacte 
паз (una de las principales divisiones del dominio Bacteria, véase 
Caplio 12 E ёте de los lamentos з de aproximadamente 5 ут. 


IV CICLO DEL CARBONO 
Y DEL OXÍGENO 


El ciclo global del carbono depende de la actividad tanto 
de los microorganismos como de los macroorganismos y 
está estrechamente ligado al ciclo del oxígeno. Debido al 
aumento de las emisiones de CO, a causa de la actividad 
humana, el ciclo del carbono es objeto de un renovado in- 
terés, Los científicos tratan de entender mejor la magnitud 
de los reservorios de carbono, de los principales sumide- 


ros de CO, y las velocidades de reciclado dentro у entre: 
compartimentos, para impedir catástrofes planetarias, como 
el calentamiento global. Vamos a tratar aquí los principios. 
generales del ciclo microbiano del carbono, con especial re- 
ferencia a los procesos anóxicos, 


| 19.9 | Ciclo del carbono 


Considerado globalmente, el carbono circula por todos los. 
reservorios de la Tierra que lo contienen: la atmósfera, el 
medio terrestre, los mares y otros ambientes acuáticos, sé- 
dimentos y rocas, y en la biomasa (Figura 19.22), Tal como: 
veremos, el ciclo del carbono у el del oxígeno están estre- 
chamente relacionados, ya que la fijación de CO; por foto» 
trofos oxigénicos libera O y mucha de la materia orgánica 
es oxidada a CO, a través de la respiración aeróbica (vénse. 
Figura 19.22). 


Reservorios de carbono 

El mayor reservorio de carbono lo constituyen las rocas y 
sedimentos de la corteza terrestre (vénse Tabla 19.3), pero el 
tiempo de reciclado es tan grande que las salidas de dicho 
compartimento son relativamente insignificantes conside- 
radas a escala humana, Tomando como referencia los or 
ganismos vivos, una gran cantidad de carbono orgánico s€ 
encuentra en las plantas terrestres. Esto representa el car- 
bono de los bosques y praderas y constituye el principal 
lugar de fijación fotosintética de СО», Sin embargo, la mas 
teria orgánica muerta, llamada humus, contiene mayor can- 
tidad de carbono que los seres vivos. El humus es una 
mezcla compleja de materia orgánica. Procede parcialment 
te de los constituyentes de los microorganismos del suelo 
que han resistido la descomposición y, en parte, también 
del material resistente de las plantas. Algunas sustancias: 
húmicas son muy estables, con un tiempo de reciclado de 
unos cuarenta años, aunque otras ве descomponen mucha 
más rápidamente. Por ejemplo, algunas sustancias hmi 
cas pueden ser aceptores de electrones en la respiración 
anaeróbica (véase Sección 17.13). 

El medio más rápido de transferencia global del carbo- 
по es mediante el CO, de la atmósfera, El CO, es retirado 
de la atmósfera principalmente por la fotosíntesis de las 
plantas terrestres y vuelve a ella a través de la respiración 
de los animales y de los microorganismos quimioorgano- 
tróficos. El análisis de los diversos procesos indica que el 
aporte de CO, más importante que llega a la atmósfera pro- 
viene de la descomposición de la materia orgánica muerta, 
incluyendo el humus, llevada a cabo por microorganismos, 
Recientemente, sin embargo, la actividad humana ha au- 
mentado alarmantemente la reserva de СО, atmosférico, 
Por ejemplo, en los últimos 40 años, los niveles de CO, han 
aumentado un 12% 


Importancia de la fotosíntesis en el ciclo 

del carbono 

La única vía importante de producción de carbono orgá: 
nico nuevo en nuestro planeta procede de la fotosíntesis y 
de la quimiosíntesis (fijación de CO, рог quimiolitotrofos); 
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probablemente, la mayor parte del carbono procede de la 
fotosíntesis. Por tanto, los organismos fototróficos se en- 
'guentran en la base del ciclo del carbono (Figura 19.22). Los 
organismos fototróficos se encuentran en la naturaleza casi 
exclusivamente en hábitat donde hay luz disponible. De 
ahi que las grandes profundidades marinas y otros hábitat 
е están permanentemente en la oscuridad carezcan de 
trofos. Los organismos fototróficos oxigénicos pueden 
dividirse en dos grandes grupos: plantas superiores y ті- 
esoorganismos. Las plantas superiores son los organismos 
fototróficos que predominan en los ambientes terrestres, 
mientras que los microorganismos fototróficos son los fo- 
tosintetizadores más abundantes en los ambientes acuá- 
ticos. 
La Figura 19.23 muestra el ciclo redox del carbono. Em- 
pezamos por la fotosíntesis. La ecuación global de la foto- 
Sintesis oxigénica es: 


CO, + H:O — EHO) + O, 
luz 
enla cual (CHO) representa materia orgánica en el estado 


de oxidación de material celular, como los polisacáridos (la 
principal forma еп que la materia orgánica fotostntetizada 


Océanos за x 10" (>95% ою 


es C inorgánico) 


Rocas y sedimentos 75 x 10 (>80% >95 
es C inorgánico) 
Mostra terrestre 210 ооз 
Biosfera acuática 12 олоо 
Combustibles fósiles 4,2 x 10° 0106 
Hidratos de metano 10° oma 


Una ggatonelada er 10 toneladas. Datos adaptados de Sence 2 
29125 (2000) 


Ciclo del carbono. 
ciclo del carbono y el del oxígeno están 
estrechamente relacionados, ya que la 
fotosíntesis oxigénica elimina CO, y 
produce O;, mientras que la respiración 
produce CO, y elimina O, (véase Sec- 
ción 19.5). El ciclo del carbono en la 
subsuperficie profunda puede ser tan 
importante como lo es en la superficie 
де la tierra (véase el Cuadro de texto 
-Vida microbiana en las profundidades. 
¿e la Tierra»), aunque no se dispone de 
estimaciones fables 


se almacena en la célula). Los organismos fototróficos tam- 
bién llevan a cabo la respiración, tanto en presencia de la luz, 
сото en la oscuridad. La ecuación general de la respira- 
ción es la inversa de la anterior: 


(CHO) + O; — CO, + но 


luz u oscuridad 


en la que (CHO) representa también polisacáridos de re- 
serva. Рага que un organismo crezca (es decir, aumente en 
número de células o de masa) fototróficamente, la tasa de 
fotosíntesis debe ser superior a la tasa de respiración. Si eso 
ocurre, parte del carbono fijado a partir del CO; en los po- 
lisacáridos puede dedicarse a la biosíntesis, El ciclo com- 
pleto del carbono se construye а partir de un equilibrio neto 
positivo de la tasa de fotosíntesis sobre la tasa de respira- 
ción. 


El carbono fijado fotosíntéticamente es degradado final- 
mente por varios organismos. En la degradación, se obser- 
van dos estados principales de oxidación del carbono: 
metano (CH) y dióxido de carbono (CO) (Figura 19.23). 
El CH, se produce por la actividad de las metanógenos y 
el CO; por diversos quimioorganotrofos mediante fermen- 
tación, por respiración anaeróbica o por respiración aeró- 
Ыса. Еп hábitat anóxicos, el CH, resulta de la reducción de 
CO, con Hz y de algunos compuestos como el acetato, Sin 
embargo, prácticamente, cualquier compuesto orgánico pue- 
de ser convertido a CH, a partir de la actividad combinada 
de bacterias fotosintéticas y metanógenos. El H, generado 
por la degradación fermentativa de compuestos о 

llo consumen los metanógenos (véase Sección 17,7 y la pró- 
хіта sección). El metano producido en hábitat anóxicos 
es muy insoluble, por lo que es fácilmente transportado a 
ambientes óxicos, donde es oxidado а CO, por los metano- 
trofos (Figura 19.23). En consecuencia, todo el carbono or- 
gánico revierte posteriormente a CO;, a partir del cual el 
metabolismo autotrófico empieza una vez más el ciclo del 
carbono. 


646 = Capítulo 19 = HABITAT MICROBIANOS, CICLOS DE NUTRI 


ТЕЗ E INTERACCIO! 


COM PLANTAS 


| Figura 19.23 EZET 
reducción del carbono; obsérvese la 
diferencia entre los procesos autotró- 
ficos (СО; — compuestos orgánicos) 
y heterotróficos. Las flechas amarillas 
indican oxidaciones; las rojas, reduc- 
clones, En los hábitat óxicos la foto- 
sintesis es principalmente oxigénica, 
mientras que en los anóxicos es prin- 
cipalmente anoxigónica, debida a la 
actividad de las bacterias rojas y ver- 
дев. En condiciones anóxicas, además. 
де los homoacetógenos у matanóge- 
nos, algunas bacterias sulfato reduc- 
toras y reductoras de nitrato son 
también autotróficas. Los metanóge- 
nos producen metano, mientras que 
los metanotrofos lo consumen. 


El balance entre la parte oxidativa y la reductora del ci- 
lo del carbono es crítica; los productos del metabolismo 
Че algunos organismos son sustratos para otros. El ciclo ne- 
cesita mantenerse en equilibrio sí es que va a continuar en 
la forma en que lo ha hecho durante miles de millones de 
años, Cualquier cambio significativo en las concentracio- 
nes de las formas gaseosas del carbono puede tener conse- 
cuencias globales (como hemos experimentado debido al 
aumento de CO, atmosférico por la deforestación y la que- 
ma de combustibles fósiles). En términos de descompos 
ción, el CO; que libera la actividad microbiana excede en 
mucho al liberado por los eucariotas, y esto es espect 
mente cierto en el caso de los medios anóxicos que consi- 
deraremos a continuación. SY 


Y 3 


Revisión de conceptos 


Los ciclos del oxígeno y del carbono están altamente interrela- 
cionados а través de las actividades complementarias de los or- 
ganismos autotróficos y heterotróficos. La descomposición 
microbiana es la mayor fuente de emisión de CO, a la atmósfera. 


Y ¿Cómo se hace la materia orgánica nueva? 
Y ¿De qué manera están relacionadas la fotosíntesis oxigéni- 
са y la respiración? 


ХП sintroñia y metanogénesis 


El metano que se obtiene de la metanogénesis biológica es 
deextraordinaria importancia en el flujo de carbono de mu- 


Anóxico 


chos hábitat anóxicos. La producción de metano la realizan 
los metanógenos, un grupo de microorganismos del domi- 
nio Archaea compuesto por anaerobios estrictos. En la Sec- 
ción 17.17, se ha tratado la bioquímica de la metanogénesis 
y los propios metanógenos en la Sección 13.4. La mayoría 
de ellos utilizan CO, como aceptor final de electrones en la 
respiración anaeróbica, reduciéndolo a metano, El donador 
de electrones es, por lo general, H; (Figura 19,23). Algunos 
otros, aunque muy pocos, sustratos, principalmente el ace- 
tato, pueden ser convertidos directamente a metano por la 
acción de los metanógenos. Por tanto, para la conversión 
de la mayoría de los compuestos orgánicos a CH, los me- 
tanógenos reciben los sustratos necesarios de otros orga- 
nismos. Ésta es la labor de los sintrofos, 

En la Sección 17.21, se ha tratado la sintrofia, en la que 
dos о más organismos cooperan en la degradación de al- 
gunos compuestos, y se ha destacado la energía inherente 
al proceso. Ahora vamos a considerar las interacciones eco- 
lógicas de las bacterias sintróficas con otros organismos y 
su importancia en el ciclo anóxico del carbono en su totali- 
dad. La conversión de sustancias de elevado peso molecu- 
lar como polisacáridos, proteínas y grasas a CH, y СО, es 
fruto de la interacción cooperativa de diversos grupos fi- 
siológicos de procariotas. Por ejemplo, la rotura de un po- 
lisacárido típico, la celulosa (Figura 19.24 y Tabla 19.4) es un 
proceso que inician las bacterias celulolíticas, que rompen la 
molécula de elevado peso molecular, dando lugar a celo- 
biosa (glucosa—glucosa) y a glucosa libre. Después, la ac- 
ción de los fermentadores primarios convierte la glucosa en 
diversos productos de la fermentación, entre los que des- 
tacan acetato, propionato, butirato, succinato, alcoholes, H4 
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CO, Todo el Н; producido en los procesos fermentativos 
rios es consumido inmediatamente por consumidores 
Н, tales como metanógenos, homoacetógenos о bacterias 
lo reductoras (en ambientes que contengan suficien- 

niveles de sulfato). Además, el acetato puede conver- 
еп metano por la acción de algunos metanógenos, pero 
esto deja una gran cantidad de carbono en forma de 
grasos y alcoholes. El catabolismo de estos com- 

lo llevan a cabo los sintrofos. 


de los sintrofos 
organismos clave en la conversión de compuestos or- 
complejos en metano son los fermentadores secun- 
f, especialmente las bacterias oxidadoras de ácidos 
productoras de Н. Por ejemplo, Syntrophomonas wol- 
[oxida ácidos grasos entre С, y С, y produce acetato, CO, 
llos ácidos grasos tienen un número impar de átomos de 
) y Н; (Tabla 19.4). Otras especies de Syntrophomo- 
utilizan ácidos grasos С, entre ellos algunos ácidos 
insaturados, Syntrophobacter wolinii está especializa- 
еп la oxidación de propionato y genera acetato, CO, y 
mientras que Syntrophus gentiane degrada el compues- 
tico benzoato a acetato, Н; y СО, (Tabla 19.4). Es- 


ЕГЕТ rocoso giobal де la descomposición anóxica, mos- 
tando la forma en la que varios grupos de anaeroblos fermentativos ac- 
tian conjuntamente en la conversión de materiales orgánicos complejos. 
еп metano (CH) y СО, El acetato y el Н,О + СО, de fermentaciones 
primarias pueden ser convertidos directamente en metano, aunque el Н. 
+ CO, también pueden ser consumidos por los homoacetógenos, Los 
sintrofos tienen un papel importante en la descomposición anóxica, de- 
bido a que consumen productos de fermentación altamente reducidos 
mediante una fermentación secundaria. Los sintrotos convierten los асі- 
боз grasos y los alcoholes en sustratos para la metanogénesis y la ace- 
togánesis. La figura muestra los procesos típicos de ambientes en los. 
que las bacterias sulfato reductoras tienen un papel poco importante, 
сото, por ejemplo los sedimentos lacustres, los blorreactores de aguas. 
residuales o el rumen. Cuando abundan otros aceptores de electrones. 
Alternativos, como el sulfato өп los sedimentos marinos, prevalece la. 
respiración anaeróbica, ya que los sintrotos no pueden competir por los. 
ácidos grasos/alcoholes con las bacterias sulfato redutoras. 


tas reacciones contribuyen al crecimiento exuberante de 
sintrofos en cocultivo con un miembro consumidor de Hz 
pero no sucede lo mismo en cultivo axénico. ¿A qué se debe 
ема diferencia? 

Сото se ha explicado en la Sección 17.21, el agota- 
miento de Н; por el organismo asociado es crucial para el 
crecimiento de las bacterias sintróficas oxidadoras de ácidos 
grasos. Cuando las reacciones de la Tabla 194 se escriben 
con todos los reactantes en condiciones estándar (solutos, 
1M; gases 1 atm), las reacciones producen cambios de ener- 
gía libre de signo positivo. Esto es, la AG” (véase Sección 
5.4) de estas reacciones no libera energía libre (Tabla 19.4). 
Pero el consumo de H, por la bacteria asociada cambia drás- 
ticamente el cuadro energético, permitiendo que el sintro- 
fo conserve la suficiente energía para facilitar el crecimiento. 
La Tabla 19.4 muestra que los valores AG (cambio en la 
energía libre medida en condiciones reales en el hábitat) fa- 
vorecen la conservación energética si la actividad del or- 
ganismo asociado mantiene la concentración de Н, muy 
baja. 

De esta forma, con la acción combinada de fermenta- 
dores primarios, sintrofos y sus socios consumidores de Ha, 
prácticamente cualquier compuesto orgánico puede ser de 
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TABLA 19.4 


Fermentación de glucosa a acetato, Н, у CO, Glucosa + 411.0 >Zacetato” + 2HCO +4H' АН, 270 
Fermentación de glucosa  butrao, CO, y Н, Glucosa + 2 HO» butirato” + 2HCO; + 2H, +3H 13 
Fermentación de butirato a acetato y Н, Виймо + 290 ~2acetato + H + 2H, +482 
Fermentación de propionato а acetato, CO, y Н, Propionato” + 3H¿O acetato” + HCO; + H + Hy +762 
Fermentación de etanol a acetato y Н, 2 Etanol + 2H;O->2 acetal + 4H, 42H +194 
Fermentación de benzoato a acetato, CO; y Н, Benzoato + 6 H03 acetato" + 2H’ + CO, + 3H, +47 
Metanogénesis a partir de Н, + СО, аң, + HOO; +H CH, + 3HO -1% 
Metanogénesis a partir de acetato Acetato. + H:O «CH, + HCO; EN 
Acetogénests a partir de H + CO, ан, + 2HCO; + H° acetato. +4 HO -105 


* Datos adaptados de Zinder, S 1984 Microbiology of anaerobic conversion of organic wastes o methane: Recent developments. Ат. Sor. Місті. News 50294298. 


* Condiciones estándar: solutos, 1 М; gases, atm 


\ Concentraciones de los reactanten еп un eseistoma anónico de agua dulce tipico ácidos grason, 1 mM; HOOS, 20 miM; glucosa, 10 М; CHA, 04 atm; Hy 10% 


aim Para calcular AG a partir de ЗСТ, тате Ареа T 


gradado en los hábitat anóxicos. Los productos finales son 
CO, у СН, Esto incluye también, como veremos a conti- 
nuación, hidrocarburos saturados. 


Metabolismo anaeróbico de hidrocarburos 
Aunque los hidrocarburos no pueden ser fermentados, sí se 
pueden catabolizar en condiciones anóxicas, lo que reali- 
zan diversas bacterias anaeróbicas, entre ellas las bacterias 
desnitrificantes, las reductoras de hierro y las reductoras 
de sulfato (véanse Secciones 17.13-17.18). Además, combi- 
naciones de procariotas anaerobios que contienen metanó- 
genos pueden degradar hidrocarburos, dando CH, como 
producto final, Cuando se emplea hexadecano como hi- 
drocarburo modelo, se га que la formación de CH, 
empieza con las bacterias acetógenas (véase Sección 17.16), 
y que producen acetato más H; a partir del hexadecano; 
después los metanógenos convierten el acetato y el Н, (más 
CO») en CH,- 

Сото hemos visto, la oxidación de hidrocarburo en 
condiciones óxicas sigue la vía de las enzimas oxigenasa 
(véase Sección 17.22). En condiciones anóxicas, obviamente 
las oxigenasas no pueden funcionar, por lo que el meca- 
nismo de incorporación de O, al hidrocarburo resulta de 
interés para los bioquímicos microbianos. Aunque el me- 
canismo по se conoce suficientemente, puede que inter- 
venga una reacción de carboxilación donde el hidrocarburo 
se convierta en un ácido graso: 


CH,(CHı), CH; + CO, — CH, (CH), ¿CH,COOH 


Por oxidación beta, a partir de esa molécula se obtendría 
acetato de forma semejante a la descrita anteriormente para 
los oxidadores aeróbicos de hidrocarburo (véase Sección 
1723). 

El metano, un hidrocarburo, es oxidado en condiciones 
anóxicas en los sedimentos marinos por agregados celula- 
res que contienen metanógenos y bacterias sulfato reduc- 


toras (Figura 19.254). La forma en que estos agregados Ile- 


van a cabo la oxidación no está todavía aclarada, aunque 
se han sugerido dos posibilidades, En una, los metanóge- 
пов oxidan metano a CO, a través de los pasos inversos a 


Reacción 
‘CH, + 2 H4O e CO, + 4H; Metanógeno 
SO? + 4H, + H e HS" + 4 HO Sulfato reductor-156 


Sum: SO? + CH, me HOO,” + HS” Reacción 5 
+40 sintrêfica 


+31 


® 


| ғорга 19.25 озсо anonca de metano (а) Agregados colar 
де sedimentos marinos que oxidan metano. Los agregados contienen 
bacterias metanógenas (ojo), rodeadas por bacterias sulfato reductoras. 
(verde). Cada tipo celular está teñido con un colorante flogenático FISH 
Gerente (véase Sección 18.4). (9) Posible mecanismo de la oxidación 
ısintréfica anóxica de metano en los agregados celulares. 
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la metanogénesis (véanse Sección 17.17 y Figura 19250). Sin 
embargo, a menos que un segundo organismo elimine el 
Н; producido, esta reacción es menos favorable en té 
nos energéticos. Ésta es presumiblemente la labor del sul- 
fato reductor consumiendo H; y produciendo HS (Figura 
1925), Alternativamente, el componente metanógeno pue- 
de convertir el CH, en acetato con la bacteria sulfato re- 
ductora oxidando el acetato a CO, durante la reducción de 
sulfato. Cualquiera que sea la forma de trabajo de este con- 
sorcio, la oxidación anóxica de metano es un interesante 
роо sintrófico en el que dos organismos cooperan para 
lev 


аг a cabo una reacción que por separado no podrían 
realizar 


Hábitat metanogénicos/acetogénicos 

А реваг de la anaerobiosis obligada y de su metabolismo 
especializado, los metanógenos están muy extendidos en 
la Terra. Aunque la metanogénesis sólo se produce en gran 
cantidad en los ambientes anóxicos, como pantanos y zonas 
encharcadas, o en el rumen (véase Sección 19.11), el proce- 
30 también se lleva a cabo en hábitat que normalmente po- 
drian ser considerados óxicos, сото los suelos de bosques 


o las praderas. En dichos hábitat la metanogénesis se pro- 
duce en microambientes anóxicos, por ejemplo, en el inte- 
rior de partículas de suelo (véase Figura 19.12), La Tabla 19.5 


frece una visión de conjunto de las diferentes tasas de me- 
lanogénesis de distintos tipos de hábitat. Como puede apre- 
Garse, la producción biogénica de metano por las arqueas 
'metanógenas es superior а la de los pozos de gas natural у 


TABLA 19.5 


= 80-100 
25150 
7012) 

Humedales naturales 1200 

Vertederos 5% 

Dénos y lagos 120 

Tundra 15 =) 

Abiótica 

Minería де carbón 1035 

Emisiones naturales de gas 1030 

Escapes industriales y de 1545 

pasoductos 

Combustión de biomasa 1040 

Hidratos de metano 24 

Volcanes 05 

Automóviles 05 

lal 00 

lal oben 302665 81-86% del total 

Total abiótico 48155 1349% del total 
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stas mas recente mdican que el valor más bajo es probablemente el 
С 


де otras fuentes abiogénicas. Los eructos de los rumiantes 
(véase Sección 19.11) y el CH, liberado рог los termes, los 
arrozales y 


También se han encontrado metanógenos endosim- 
biontes de ciertos protozoos. Varios tipos de protozoos, 
сото algunas amebas acuáticas de vida libre y flagelados 
del tubo digestivo de diversos insectos, contienen meta- 
nógenos. Los termes, por ejemplo, tienen metanógenos 
Principalmente dentro de las células de los tricomonas que 
abundan en el intestino del insecto (Figura 1926). Los me- 
tanógenos simbiontes de protozoos tienen forma bacilar y 
parecen especies de los géneros Methanobacterium о Me- 
thanobrevibacter (véase Sección 134), pero no se ha estable- 
cido su relación exacta con otros metanógenos. Se supone 
que los metanógenos simbiontes que viven en el intestino 
de los termes benefician a sus hospedadores al consumir 
el H; que se origina en la fermentación de la glucosa por 
protozoos celulolíticos. Como muestra la Tabla 164, los 
termes pueden ser la principal fuente de CH, de orígen 
biológico. 

Un proceso que compite con la metanogénesis es la ace- 
togénesis (véase Sección 17.16). En algunos hábitat, por ejem- 
plo el rumen (véase Sección 19.11), los homoacetógenos son 
competidores débiles de los metanógenos, por lo que la me- 
tanogénesis se convierte en el proceso dominante en el con- 
sumo de H Pero en otros hábitat, como el intestino de los 
termes, donde hay algo de metanogénesis (Tabla 19.5 y Fi- 
gura 19.26), la acetogénesis es un proceso de mayor im- 
portancia cuantitativa, Todavía no se comprende bien qué 
es lo que hace que domine una forma de metabolismo anae- 
róbico, si se consideran meramente los factores: cos, 
la metanogénesis a partir de H; es un proceso más favora- 
ble que la acetogénesis (131 К] en vez de = 105 KJ, respec- 
tivamente) lo cual otorga a los metanógenos una ventaja 
competitiva. Sin embargo, en el intestino de los termes 
domina la acetogénesis posiblemente porque: (1) los ho- 
moacetógenos en el intestino de alguna manera pueden co- 
locarse más cerca de la fuente de Н que los metanógenos 
y por tanto consumir la mayor parte del H; producido por 
fermentación de la celulosa; (2) a diferencia de los metanó- 
genos, los homoacetógenos pueden crecer de manera qui- 
mnioorganotrota con glucosa (procedente de ш село), 
también por reducción de CO, por Н, (оне Sección 176); 
y (3) la naturaleza del alimento (madera) que ingieren los 
termes contiene mucha lignina mezclada con celulosa y este 
tipo de material se puede degradar de tal forma que favo- 
rece la acetogénesis. 


Metanogénesis en relación 
соп la sulfidogénesis 

Metanogénesis y acetogénesis son más extensas en aguas 
dulces anóxicas y en medios terrestres que en sedimentos 
marinos. La razón es que las bacterias sulfato reductoras, 
abundantes en sedimentos marinos, donde los niveles de 
sulfato son elevados, superan a los metanógenos y ho- 
mocetógenos en la captación del Н, producido рог los 
fermentadores primarios o por los sintrofos, La hase bio- 
química es compleja y tiene que ver con que la energía de 
la reducción de sulfato con H es significativamente ma- 
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татат y л metabolno de салото (9 Lava ds 
na termes obrera común (del est де Estados Unidos donde se mues 
tral Intestino extraido. Е animal mide unos 05 cm de largo. Su me- 
tabolamo anoxiénica за basa en la scstogóness, aunque tambén 
realza metanogénasis. (5) Microorganismos del intestino del termes 
Zootermopsis anguico Las fotografías (5 y (c) muestran el теле 
campo microscópico con dos técnicas de visualzación iterenes. (5. 
Contraste de fases. (c) Epifuorescenca, mostrando el color tipico de 
los metanógenoa debido al elevado contenido de ia coenzima us 
canta Far (балво Sección 17.17 y Figura 17.42) Los matanógeros 
están en ol interior de las células del protozoo Tcercomts sp. Las 
particulas vegetales dan fuorescancia amara. El dámetropromeco 
de una сёа del protozoo es de 15-20 mm. Véase а Sección 4.1 para 
una explcación detallada de la microscopia de Ruorescencia. 


yor que la reducción de CO; con Hz a CH, о a acetato (ийа 
se Secciones 17.15-17.17). En el agua dulce, sin embargo, 
donde la sulfidogénesis suele ser muy baja debido a la li 
mitación de sulfato, dominan la metanogénesis y la ace- 
togénesis. 


En condiciones anóxicas, la materia orgánica se degrada prin 
cipalmente a CH, y СО» Gran parte del CH, se forma a partir 
de la reducción de CO, рог Н; suministrado por las bacterias. 
sintróficas productoras de Нь, que dependen del consumo de 
H; para equilibrar su energía. Desde el punto de vista global, el 
aporte biogénico de CH, es mucho mayor que el abiogénico. 


¿Qué clase de organismos crecen en cocultivo con Syntro- 
pliomonas? 

¿Cuál es el producto final de la acetogénesis? ¿En qué há: 
bitat anóxico es mayor la acetogénesis que la metanogéne- 


¿Por qué la metanogé partir de Н, no es un proceso 
nportante en los sedimentos m: 


se oxida el CH, en ausencia de O;? 


EE] Ciclo del carbono en animal 
rumiantes 


Los rumiantes son mamíferos herbívoros que poseen un 
órgano especial, el rumen, en cuyo interior se lleva a cabo 
la digestión de la celulosa y de otros polisacáridos vegeta- 
les mediante la actividad de poblaciones microbianas. Al 
gunos de los animales domésticos más importantes, como 
las vacas, las ovejas y las cabras, son rumiantes, Dado que 

economía de la alimentación humana depende en gran 
manera de estos animales, la microbiología del rumen tie- 
пе un significado económico considerable, 


Anatomía y actividad del rumen 
La mayor parte de la materia orgánica de las plantas te 
rrestres se encuentra en forma de polisacáridos insolubles, 
siendo la celulosa el más importante de ellos. Los mamife- 
ros, como casi todos los animales, carecen de las enzimas 
necesarias para digerir la celulosa, pero todos los animales 
que se alimentan principalmente de hierba y plantas con 
hojas metabolizan la celulosa utilizando microorganismos 
сото agentes digestivos. El rumen, como lugar de digestión 
de la celulosa, posee algunas características singulares, 
сото su tamaño relativamente grande (100-150 litros en 
una vaca, 6 litros en una oveja) y su posición en el tubo di- 
gestivo, ya que es el órgano donde va el alimento ingerido 
antes de llegar al estómago, que es ácido. Una temperatura 
elevada constante (39°C), un pH constante (6,5) y la natu 
raleza anóxica del rumen son también factores significati- 
vos para su funcionamiento general, Se trata de un órgano 
que trabaja de manera casi continua y que, en algunos as- 
pectos, puede considerarse análogo a un quimiostato mi- 
crobiano (véase Sección 6.7). 

La Figura 19.27 muestra las relaciones del rumen con 
otras partes del sistema digestivo de los rumiantes, El cono- 
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dimiento del proceso digestivo y microbiológico del rumen 
asido posible gracias a la posibilidad de crear una fístula en 
una vaca u oveja, lo que permite alcanzar el rumen y tomar 
muestras para analizarlas (Figura 19279). El alimento llega 
la redecilla y es bombeado rápidamente al rumen o panza, 
donde es mezclado con saliva, que contiene bicarbonato, y 
alli es homogeneizado mediante un movimiento rotatorio 
durante el cual tiene lugar la fermentación microbiana. Este 
peristaltismo tritura la celulosa y la convierte en una fina 
suspensión, que facilita la adherencia microbiana. La masa de 
alimento pasa gradualmente a la redecilla, donde se forman 
unas porciones llamadas rumis que regresan a la boca por re- 
gurgitación y son masticadas otra vez. Estos sólidos fina- 
mente divididos, y bien mezclados con saliva, son engullidos 
de nuevo, pero esta vez el material pasa directamente al li- 
bro y termina en el cuajar, que es un órgano más parecido а 


ш) verdadero estómago (condiciones ácidas). Aquí se inicia 


El rumen. (a) Diagrama dei rumen y del sistema gas- 
de una vaca. El alimento se desplaza desde el esófago al 

о panza, donde, después de ser regurgitado, viaja a la redeci- 
jö bonste, al libro, al cuajar y alos intestinos, por este orden, El ibro 
¡cavidad ácida, análoga al estómago de los animales monogás- 
camo cerdos y humanos. (b) Foto de una vaca Holstein fistula- 
Ла fistula es una entrada para el muestreo que permite acceder al 
Las vacas y ovejas fistuladas son muy útiles en el estudio tanto 

а microblología del rumen como de la nutrición de los rumiantes. 


el proceso digestivo químico, que continúa en el intestino 
delgado y en el grueso. 


Fermentación microbiana en el rumen 
El alimento permanece en el rumen de nueve a doce horas 
Durante este tiempo las bacterias y los protozoos celuloli 
ticos hidrolizan la celulosa, obteniéndose el disacárido ce- 
lobiosa y unidades de glucosa libre, La glucosa liberada 
experimenta entonces una fermentación bacteriana en la 
que se producen ácidos grasos volátiles, principalmente 
acético, propiónico y butírico, y los gases dióxido de carbono y 
metano (Figura 19.28). Los ácidos grasos atraviesan la ра- 
red del rumen y pasan a la sangre, Desde allí van a los te- 
fidos, donde son oxidados por las células, que los utilizan 
сото la principal fuente de energía, Además de sus fun- 
ciones digestivas, los microorganismos del rumen sintetizan 
aminoácidos y vitaminas, siendo la principal fuente de esos 
nutrientes esenciales рага el animal. El rumen contiene pro- 
cariotas еп gran cantidad (10'-10" bacterias/g fuido de 
rumen), La mayoría de las bacterias aparecen fuertemente 
adheridas a la materia vegetal y a las partículas de comida. 
Estos materiales avanzan por el conducto gastrointestinal 
del animal, donde se ve sometido a otros procesos digesti 
vos similares a los de los animales no rumiantes, Muchas de 
las células microbianas formadas en el rumen son digeridas 
en el conducto gastrointestinal y constituyen la principal 
fuente de proteínas y vitaminas del animal. El hecho de que 
la proteína microbiana pueda recuperarse hace que en el 
aspecto nutricional los rumiantes sean superiores a los no 
rumiantes cuando tienen que subsistir a base de alimento 
deficiente en proteínas, como es el caso de la hierba, 


Las bacterias del rumen 
Las reacciones químicas que tienen lugar en el rumen son 
complejas y requieren la actividad combinada de diversos 
microorganismos. Siendo el rumen anóxico, las bacterias 
dominantes son anaeróbicas. Además, dado que en la con- 
versión de celulosa en СО, y CH, interviene una cadena 
alimentaria microbiana con varios eslabones, puede espe- 
rarse encontrar una variedad de anaerobios (Tabla 19.6). 
Diferentes bacterias del rumen hidrolizan polímeros, 
сото la celulosa, convirtiéndolos en azúcares, de los cua- 
les, por fermentación, se producen ácidos grasos. Fibrobac- 
ter succinogenes y Ruminococcus albus son los anacrobios 
celulolíticos más abundantes en el rumen. Aunque ambos 
organismos producen celulasas, Fibrobacier, una bacteria 
Gram negativa, contiene celulasa periplasmática para rom- 
per la celulosa (véase Sección 4.9); el organismo, por tanto, 
debe permanecer adherido a la fibrilla de celulosa mien- 
tras la digiere. Ruminococcus, por otra parte, produce una ce- 
шава que es secretada al rumen, donde degrada la celulosa 
fuera de la célula bacteriana. El resultado final es el mismo 
еп ambos casos: glucosa libre disponible para los anaerobios 
fermentativos. Si un rumiante pasa del consumo de celulosa 
a una alimentación rica en almidón (cereales, por ejemplo), 
se desarrollarán bacterias digestoras de almidón, como Ru- 
minobacter amylophilus o Succinomonas amylolytica. Cuando 
la dieta es baja en almidón, estos organismos se encuentran 
еп minoría. Si un animal se alimenta a base de heno de le- 
guminosas, que es rico en pectina, Lachnospira multiparus, 
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Reacciones bioquímicas. 
өп el rumen, El sustrato principal, la gluco- 
sa, y los productos finales aparecen desta- 
¡cados con un color; las lineas discontinuas. 
indican Маз menores. Los niveles aproxi- 
табов de ácidos grasos volátiles en el 
rumen son: acetato, 60 mM; propionato, 20 
mM; butirato, 10 mM. Los ácidos grasos. 
volátiles son consumidos рог los rumiantes. 
y convertidos en proteina animal. Por esta. 
razón, las bacterias sintróficas oxidadoras. 
de ácidos grasos (véase Sección 19.10) no 
son componentes significativos del ecosis- 
tema microbiano del rumen. Los ácidos 
grasos volátiles son consumidos por los ru- 
miantes y convertidos en proteina animal 
Por esta razón, las bacterias sinrotas oxi- 
dadoras de ácidos grasos (véase Sección 
19.10) no son componentes esenciales del 
ecosistema microbiano del rumen. 


digestora de pectina, será una bacteria corriente en la mi- 
crobiota de su rumen (Tabla19.6). 

Algunos productos de la fermentación de la microbio- 
ta sacarolítica del rumen son utilizados como fuente de 
energía por otras bacterias del rumen. Así, el succinato se 
convierte en propionato y CO, (Figura 19.28), por la acción 
de Schwartzia, y el lactato es fermentado a acéfigo y a otros 
ácidos por Selenomonas y Megasphaera (Tabla 19.6). El hidró- 
репо producido en el rumen mediante procesos fermenta- 
tivos nunca se acumula, ya que es utilizado rápidamente 
por los metanógenos para reducir CO, a CH, Otra fuente 
Че H; y CO, para los metanógenos es el formiato (Figura 
19.28). En el rumen se acumula gran cantidad de CH, y 
СО, siendo la composición media de un 65% de CO, y de 
un 35% de CH,. Los eructos del rumiante expulsan estos 
gases al exterior. El acetato no llega a convertirse en CH, en 
el rumen porque el tiempo de retención es demasiado cor- 
Хо para que se puedan desarrollar metanógenos acetotró- 
ficos, que suelen crecer muy lentamente (véase Sección 
13.4). Además, las bacterias sintróficas degradadoras de 
ácidos grasos (vénse Sección 19.10) no tienen un papel im- 
portante en el rumen porque el propio animal es un sumi- 
dero importante de ácidos grasos (Figura 19.28). Esto es, 
con el propionato y el butirato siendo consumidos por 
el animal (véase Figura 19.28), los procesos sintróficos de 


conversión son innecesarios en el rumen (Tabla 19.4 y Fi- 
gura 19.24). 


Protozoos y hongos del rumen 
Además de procariotas, el rumen posee una biota caracte- 
rística de protozoos (aproximadamente 10° /ml), compuesta 
casi exclusivamente de ciliados (nase Sección 14.8). Muchos 
de estos protozoos son anaerobios estrictos, una caracterís- 
tica que no es frecuente en los eucariotas. A pesar de que los 
eucariotas no son necesarios para la fermentación en el ru- 
men, contribuyen de manera decisiva al conjunto del proce- 
<o. Algunos pueden hidrolizar la celulosa y el almidón, y 
fermentar la glucosa produciendo los mismos ácidos orgá- 
nicos que las bacterias (Tabla 19.6). Los protozoos del rumen 
también ingieren bacterias para alimentarse, por lo que se 
cree que controlan el número de bacterias del rumen. 

En el rumen también hay hongos anaeróbicos, que se 
sabe que ejercen alguna función en los procesos digestivos 
Че los rumiantes. Se trata generalmente de especies que al- 
ternan una forma flagelada y otra filamentosa; los estudios 
еп cultivo axénico demuestran que pueden fermentar la 
celulosa a ácidos grasos volátiles. Neocalimastix, por ejem- 
plo, es un hongo anaerobio estricto que fermentan gluco- 
sa a formato, acetato, lactato, etanol, CO, y H}. Aunque es 
un eucariota, carece de mitocondrias y citocromos y, en 
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Degradadores de celulosa 
Flbrobactersuccinogenes Negativo в Bacilo - Succinato, acetato, formiato 45-51 
Butyrivibriofibrisolcens* Negativo в Bacilo curvado + Acetato, formiato, lactato, а 

utirato, Н, CO, 
Ruminococets albus Positivo в Coco = Acetato, formiato, Hy, СО, 4346 
Clostridium lochheadii Positivo B Bacilo (esporas) + Acetato, formiato, butirato, — 
H, CO, 

Degradadores de almidón 
Prevotella ruminicola Negativo B Bacilo - Formiato, acetato, succinato. 4042 
Ruminobucter amylophilus Negativo в Bacilo Formiato, acetato, succinato 49 
Selenomonas ruminantium Negativo в Bacilo curvado ¢ Acetato, propionato, lactato 49 
Succinomonas amylolytic Negativo в Ovalado + Acetato, propionato, - 

succinato 
Streptococcus bovis Positivo в Coco Lactato y 

Degradadores de lactato 
Selenomonas lactilytica Negativo в Bacilo curvado + Acetato, succinate 50 
Megasphaera eluents Positivo в Coco Acetato, propionato, 5 

utirato, valerato, 
орко, Н, СО, 

Degradadores de succinato 
Soluartza succinooorans Negativo в Bacilo + Propionato, CO, 4 

Degradadores de pectina 
Lachnospira multiurus Positivo в Bacilo curvado. + Acetato, formiato, - 

lactato, Н, СО; 

Metanógenos 
Methanobrevicter Positivo A Bacilo CH, (a partir de H; + СО, м 

ruminantium o de formiato) 
Methanomicrobium mobile Negativo A во ' CH, (a partir de Н, + CO, “ 
оде formiato) 


0, Bacteria, Ari 
Т 
* También degrada almudón 


-uencia, vive obligatoriamente de forma fermentat 
Sin embargo, sus células contienen un orgánulo de oxi- 

reducción llamado hidrogenosoma, que produce Н, 

hasta ahora sólo se ha encontrado en eucariotas р! 
(otanse Secciones 14.2, 144 y 148) Los hongos del 
desempeñan también una función importante en la 
ión de polisacáridos distintos de la celulosa, сото 
¡degradación parcial de la lignina (el compuesto que re- 
las paredes celulares de las plantas leñosas), la he- 
шова y las pectinas. 


del ecosistema del rumen 


de las características principales del rumen es su cons- 


j. Estudios realizados en diferentes especies de ru- 
ites en distintas partes del mundo demuestran que la 
jota comensal es básicamente la misma, cambian- 
únicamente las proporciones de cada población en fun- 
del tipo de dieta de cada especie de rumiante. Ade- 
Та naturaleza y cantidad de ácidos grasos volátiles 
los (Figura 19.28) y los niveles de CO, y CH, en 
rumen son relativamente constantes en las distintas es- 


degradan silano, un polisacarido muy abundante en La panad celulas де las plantas (oase Sección 17.5) 


De vez en cuando, se producen cambios en la composición 
microbiana del rumen que pueden causar enfermedades, oin- 
cluso, la muerte del animal. Por ejemplo, si se cambia brus- 
camente la alimentación de una vaca, dándole cereales en vez 
de forraje, se observa un crecimiento explosivo de Strepto- 
ecus bovis, pasando de los valores normales (107 células /g, 
algo insignificante para los números totales de bacterias del 
rummen) a valores de más de 10% células/ Esto ocurre por- 
que 5. bovis crece rápidamente con almidón, presente en gran 
Cantidad en los cereales, mientras que la hierba contiene prin- 
cipalmente celulosa. Al ser una bacteria del ácido láctico (оба- 
se Sección 12.19), 5. bovis produce elevadas cantidades de 
lactato a partir de la fermentación de almidón; esto causa la 
acidificación del rumen (condición conocida como acidosis), y 
la eliminación de su microbiota normal. Una acidosis grave 
puede conducir a la muerte del animal. Para evitarla se debe 
Cambiar paulatinamente la alimentación a lo largo de varios 
días, sustituyendo el grano por el forraje, Una introducción 
lenta de almidón permite que, en vez de 5. bovis, se seleccio- 
nen aquellos microorganismos que producen ácidos grasos 
volátiles a partir del almidón (Tabla 19.6), lo que evita la in- 
terrupción de los procesos bioquímicos normales del rumen. 
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Otras bacterias fermentadoras de almidón secretan po- 
tisscteidon complejos que tienden a atrapar buntas de gas 
еп el rumen, produciendo un «exceso de gas» que puede 
comprimir los pulmones y matar al animal si no hay una in- 
tervención veterinaria rápida 


Alimentación de los rumiantes y enfermedades 
transmitidas por los alimentos 

En los últimos años ha ido en aumento la preocupación 
por la seguridad en la alimentación animal, especialmen- 
te en el ganado, y su repercusión en la microbiota de estos 
rumiantes. Por razones económicas, los humanos han al- 
terado drásticamente la dieta de los rumiantes, desde el 
forraje, la dieta con la cual evolucionó el sistema del ru- 
men, hasta dietas con más almidón. El grano facilita el au- 
mento de peso y hace que la carne para la venta sea más 
tierna. De esta forma, los animales alimentados con grano 
van antes al mercado y la carne alcanza más valor. Sin em- 
bargo, una dieta basada en almidón afecta no sólo a la mi- 
crobiota del rumen, como se ha podido ver, sino también a 
la composición microbiana del tracto intestinal descenden- 
te (Figura 19.270). En especial, se ha visto que el pH del 
tracto intestinal es más ácido en los animales alimentados 
соп grano, Esta condición permite que las cepas ácido-to- 
lerantes enteropatógenas de Escherichia coli, como E. coli 
О157.Н7 (véase Sección 297) predominen sobre las no pa- 
tógenas, que son menos ácido tolerantes. Cuando se sacri- 
fican los animales alimentados con grano, esas células de 
E. coli pueden adherirse a la carcasa е introducirse en los 
productos cárnicos, particularmente en la carne picada 
para hamburguesas y salchichas, lo cual aumenta el ries- 
go de transmisión de enfermedades transmitidas por ali- 
mentos (гёлве Sección 29,7). 


Otros animales herbívoros: animales 

con intestino ciego 

Los rumiantes con los que estamos más familiarizados son 
las vacas y las ovejas. Sin embargo, las cabras, camellos, bi- 
sontes, ciervos, renos, сагйзйев y antilopes también la son. 
Caballos y conejos son herbívoros pero no rumiantes. Estos 
animales poseen sólo un estómago, pero usan como reci- 
piente de la fermentación celulolítica el ciego, un órgano 
digestivo situado en la parte posterior del intestino grueso 
(inmediatamente antes del ano). El ciego contiene una mi- 
crobiata celulolítica, responsable de la digestión de la celu- 
losa. No se conoce del todo la microbiota del ciego pero se 
cree que está compuesta por especies distintas a las del ru- 
men. La microbiota celulolítica de los rumiantes circula a 
través de un estómago auténtico (ácido), lo que produce su 
muerte y la convierte en fuente de proteína para el animal. 
Nutricionalmente, este hecho representa una ventaja de los 
Tumiantes sobre caballos y conejos, en los que la microbio- 
ta celulolítica es expulsada con las heces. 


£ 1 Revisión de conceptos 


Los rumiantes son animales que tienen un órgano digestivo es- 
pecial, el rumen, que es un ecosistema particular donde los mi- 
cworganismos anaeróbicos digieren alimentos insolubles, tales 
como celulosa y almidón. Las bacterias, protozoos y hongos del 


rumen producen ácidos grasos volátiles que utilizan los ru- 

miantes. Además de su papel en el proceso digestivo, los mi- 

croorganismos del rumen sintetizan vitaminas y aminoácidos 

que utilizan los rumiantes. 

е ¿Qué condiciones químicas y físicas prevalecen en el ru- 
men? 

+ ¿Quë son los ácidos grasos volátiles y qué valor tienen para 
los rumiantes? 

y ¿Por qué es especialmente preocupante el metabolismo de 
Streptococcus bovis en la nutrición de los rumiantes? ¿Cómo 
se explica que enfermedades humanas transmitidas por ali- 
mentos se deban a las prácticas de alimentación utilizadas 
еп rumiantes? 

{Еп qué se diferencian los animales con ciego de los ru- 
miantes en cuanto a la anatomía del tubo digestivo? 


V OTROS CICLOS CLAVE 
DE NUTRIENTES 


Aunque en términos cuantitativos el carbono es el principal 
elemento reciclado en la naturaleza, hay muchos otros ele- 
mentos importantes para el metabolismo de plantas y ani- 
males que son reciclados por microorganismos. Entre esos 
elementos se encuentra el nitrógeno, el azufre y el hierro, 
cuyos ciclos trataremos a continuación. 


El nitrógeno, N, constituyente básico del protoplasma, se 
encuentra en varios estados de oxidación (véase Tabla 17,2). 
Enel Capítulo 17, se han tratado dos de los principales pro- 
cesos de transformación microbiana del nitrógeno: la nitri- 
ficación, en la Sección 17.12, y la desnitrificación, en la Sección. 
17.14. Estas transformaciones del nitrógeno y varias más. 
están resumidas en el ciclo de oxidorreducción que mues- 
tra la Figura 19.29. 


Fijación de nitrógeno 

Varias de las reacciones clave de oxidorreducción del nitró- 
geno que tienen lugar en la naturaleza las llevan a cabo casi 
exclusivamente microorganismos, por lo que su participa- 
ción en el ciclo del nitrógeno es de gran importancia (Figu- 
га 1929), Desde el punto de vista де la termodinámica, el 
nitrógeno gaseoso, М, es la forma más estable de este ele- 
mento, y esto explica que el reservorio más importante de: 
nitrógeno dela Tierra sea la atmósfera. Contrasta con el caso 
del carbono, que tiene en la atmósfera un reservorio de poca 
importancia (COs, CH4). La gran cantidad de energía nece- 
запа para romper el enlace N=N del nitrógeno molecular 
(véase Sección 17.28) significa que la reducción de Ny es un 
proceso que requiere gran cantidad de energía. Sólo un nú- 
mero de organismos relativamente reducido puede utilizar 
М en el proceso que se conoce como fijación de nitrógeno 
(N, +8H' + 8e —2NH, + Ha); por tanto, el reciclado del 
nitrógeno de la Tierra tiene lugar en su mayor parte con las 
formas más fácilmente disponibles, el amoníaco y el nitrato. 
Sin embargo, dado que el N, constituye, con mucho, el ma- 
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Procesos clave y procariotas del ciclo del nitrógeno 


Procesos. Organismos. 
Nitrificación (NH NO, ) 
NH, > NO; Nitrosomonas 
мог хоу Nitrobacter 
Desnitrificación (NO, == Ny) Bacillus, Paracoccus, 
Pseudomonas 
Fijación de N, (N, + 8H==NH, + Ha) 
Vida libre 
Aerobla Azotobacter 
Cianobactenias 
Anaerobi Clostridium, bacterias 
Fototróficas rojas y verdes 
Simbiótica Rizobium 
Bradyrhizobium 
Frankia 
Amonificación (N organico = NH!) 
Pueden hacerla muchos 
microorganismos 


Фп por rojas, 


роо de nitrógeno disponible para los seres vivos, 
capacidad de utilizarlo reviste una gran importancia eco- 
lógica. En muchos ambientes, la productividad está limitada 
Por el pequeño aporte de compuestos de nitrógeno combi- 
mado, lo que hace muy ventajosa la fijación biológica del ni- 

En la Sección 1728 hemos considerado el proceso 
Básico de fijación de nitrógeno y los procesos agrícolas se 
tarán más adelante en este capítulo (Sección 19.22) al descri- 
biela fijación simbiótica de N, en las leguminosas. 


-Desnitrificación = 

Enla Sección 17.14 se ha tratado la función del nitrato como 
жер!ог de electrones alternativo. En la mayor parte de las 
"condiciones ambientales, el producto final de la reducción 
'denitrato es Nz o NO, y la conversión de nitrato a nitróge- 
о gaseoso se conoce como desnitrificación (Figura 19.29) 
Éste es el principal proceso biológico de formación de N, 
Dado que el N, como fuente de nitrógeno es mucho menos 
utilizable por los organismos que el nitrato, la desnitrifica- 
ión es un proceso perjudicial, que elimina el nitrógeno fi- 
ado del ambiente. Esto puede ser un problema grave si los 
“campos abonados con nitrato se inundan después de las in- 
tensas lluvias primaverales. Se establecen rápidamente con- 
diciones anóxicas y la desnitrificación puede ser un proceso 
importante. Por el contrario, la desnitrificación resulta be- 
'neficiosa еп el tratamiento de aguas residuales (véase Sec- 
“ción 28.2), donde puede eliminarse el nitrato, minimizando 
ые desarrollo de algas cuando el agua se descarga en la- 
fos y arroyos. 


Flujo de amoníaco y nitrificación 
'Elamoníaco se produce durante la descomposición de los 
orgánicos de nitrógeno tales como aminoácidos 
nucleótidos (amonificación, véase Figura 19.29); a pH neu- 
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tro se encuentra en forma de radical amonio (NH), En con- 
diciones anóxicas, el amoníaco es relativamente estable 
(pero véase Sección 17.12), y es en esa forma en la que pre- 
domina el nitrógeno en la mayoría de los sedimentos anó- 
xicos. En los suelos, una gran parte del amoníaco liberado 
por descomposición aeróbica es reciclado rápidamente y 
convertido en aminoácidos por las plantas y microorganis- 
mos. Dado que el amoníaco es volátil, hay ciertas pérdidas 
por el suelo (especialmente en los muy alcalinos) por vi 
porización. Las principales pérdidas de amoníaco hacia la 
atmósfera se producen en lugares con una densa población 
animal (por ejemplo en corrales). A escala global, sin em- 
bargo, el amoníaco constituye únicamente el 15% del 
trógeno liberado a la atmósfera, puesto que la mayor parte 
restante lo es en forma de М; o NO (provenientes de la des- 
nitrificación). 

La nitrificación es la oxidación de NH, a NOŞ; es uno 
delos principales procesos de la naturaleza, y ocurre con fa- 
cilidad en suelos bien drenados a pH neutro por la acción 
de bacterias nitrificantes (véanse Secciones 12.3 y 17.12 y Fi- 
gura 19.29). Nótese que mientras que la desnitrificación es 
un proceso de consumo de nitrato, la nitrificación lo es de 
producción de nitrato. Si se añade a los suelos materia orgá- 
піса rica en proteínas, como el estiércol o aguas residuales, 
aumenta su tasa de nitrificación. Aunque el nitrato es få- 
cilmente asimilable por las plantas es muy soluble en agua 
y se lava rápidamente en los suelos que reciben mucho agua 
de lluvia. Por consiguiente, la nitrificación no es beneficio- 
sa en la práctica agrícola. Por otra parte, el amoníaco Неле 
carga positiva y es absorbido rápidamente por las arcillas, 
que están cargadas negativamente. 

El amoníaco anhidro se utiliza ampliamente como abo- 
no nitrogenado. Normalmente se añaden al abono produc- 
tos químicos para inhibir el proceso de nitrificación. Uno 
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de los inhibidores más corrientes es la nitrapirina (2-cloro- 
6-triclorometilpiridina, también conocida como N-Serve), 
ип compuesto análogo de la piridina. La nitrapirina inte- 
rrumpe especificamente el primer paso de la nitrificación, 
la oxidación de NH, a NO; (véase Sección 17.12), inhibien- 
do, por tanto, las dos fases del proceso. Al añadir inhibi- 
dores de la nitrificación aumenta la eficacia de los abonos 
y se evita la contaminación de las aguas con el nitrato la- 
vado de los suelos abonados. 


/_ 19.12 Revisión de conceptos 


El nitrógeno gaseoso (N) es la principal forma de nitrógeno en 
la Tierra y sólo las bacterias fijadoras de nitrógeno pueden uti 
lizarlo como fuente de nitrógeno, El amoníaco, que se produce 
por fijación de nitrógeno o por amonificación de los compues- 
tos orgánicos nitrogenados, es asimilado en forma de materia 
orgánica (aminoácidos, proteínas) o bien oxidado a nitrato por 
las bacterias mtrificantes. Las pérdidas de nitrógeno en la bios- 
fera son el resultado de la desnitrficación, en la que el nitrato se 
convierte otra vez en N, 


Y ¿Qué es la fijación de nitrógeno y por qué es tan importante? 

Y ¿Cómo зе llama el proceso que consiste en NO, — N;? 

/ ¿De qué manera el compuesto nitrapirina es beneficioso para 
la agricultura y el medio? 

4 ¿En qué зе diferencia la nitrificación de la desnitrificación? 


19.13 << del azufre 


Las transformaciones del azufre son aún más complejas 
que las del nitrógeno, debido a la variedad de estados de 
oxidación que presenta (vénsne Figura 19.30 y Tabla 17.3) y 
а que algunas de sus transformaciones se producen en can- 


tidad significativa tanto químicamente como por procesos 
biológicos. En las Secciones 17.15 y 17.10 se han explicado 
los procesos de reducción de sulíato y de oxidación qui- 
miolitotrófica del azufre, respectivamente, La Figura 19.30 
muestra el ciclo de oxidorreducción del azufre y la parti- 
cipación de los microorganismos en las transformaciones 
del azufre. Aunque son posibles varios estados de oxida- 
ción, sólo tres tienen importancia en la naturaleza; —2 (sul- 
fhidrilo, R—SH, y sulfuro, HS”), 0 (azufre elemental, S”) y 
+6 (sulfato, ЗО). La mayor parte del azufre de nuestro 
planeta se encuentra en sedimentos y rocas en forma de 
minerales de sulfato (principalmente yeso, CaSO, : 2 H,0) 
y minerales de sulfuro (principalmente pirita, FeS,), aun- 
que el mar constituye el reservorio más importante de azu- 
fre para la biosfera (en forma de sulfato inorgánico). La 
Figura 19.31 muestra el ciclo global de transporte del azu- 
fre; más adelante se explican algunos de los componentes 
de este ciclo. 


Sulfuro de hidrógeno y reducción de sulfato 
El sulfuro de hidrógeno (HS) es el principal gas volátil de 
azufre. Esta sustancia se forma principalmente рог reduc 
ción bacteriana de sulfato (SO, + 8 H' —= H,S + 2 HO 
+ 20H , (Figura 19.30), о por las emisiones geoquímicas 
de fuentes de sulfuro y volcanes. Aunque el HS es volátil, 
la forma de sulfuro presente en el ambiente depende del 
РН; por debajo de valores de pH 7 predomina el HS, mien- 
tras que a pH > 7 predomina el HS y el S? . Las bacterias 
sulfato reductoras están ampliamente distribuidas en la 
naturaleza, aunque en muchos hábitat anóxicos, en agua 
dulce y suelos su actividad se ve limitada por los bajos ni- 
veles de sulfato. Debido a la necesidad de donadores or- 
gánicos de electrones (o de hidrógeno molecular, que a su 
vez procede de la fermentación de compuestos orgánicos) 
para la reducción de sulfato, la producción de sulfuro se 


Procesos clave y organismos procariotas en el ciclo del azufre 


Proceso Organismos 


Oxidación de sulfuro/azutre (HS 950/77 


Aeróbico 'Quimiolitotrofos derarufre 
Thiobacillus, Beggiatos, otros) 
Anaeróbico. Bacterias fototrófics rojas y vendes, 


algunos quimiolotrofos 
Reducción de sulfato (anaeróbico) (500 — HS) 
Desulforibri, Desulfobacter, 
Reducción de azufre (anaeróbico) ( Se HS) 
Drsuifuromonas, muchas 
Ама hipertermófilas 
Desproporción de azufre (5:0; —=H;5 + SO, ) 
Desulfovibrio, y otros 


Oxidación o reducción de compuestos orgánicos (C}5H=CO; + H:S) 


de azufre 


Desulfurilación (orginica-S e H,S) 
Muchos organismos pueden hacerlo 


(ОМО —DMS) 


Ск де dido reducción де azure: las reacciones de охааа зе representan por echas amarla y las reducción porros: 


DMSO, dimetisulióxido; DMS, dimetisulfuro. 
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parcial o totalmente se pueden atribuir a la acción microbiana. 


produce únicamente en lugares donde haya una cantidad 
significativa de materia orgánica. En muchos sedimentos 
marinos, la tasa de reducción de sulfato está limitada por 
el carbono, y aumenta significativamente al añadir mate- 
fia orgánica. Esto es importante porque el vertido de aguas 
residuales, lodos y basuras en el mar aumenta notable- 
mente la cantidad de materia orgánica de los sedimentos 
"у origina la contaminación marina. El HS es tóxico para 
chos organismos y su formación a partir de la reduc- 
ción de sulfato es un peligro potencial. El sulfuro es tóxi- 
о porque se combina con el hierro de los citocromos y con 
Otros compuestos celulares esenciales que contienen hie- 
ro, La detoxificación en el ambiente del HS se lleva a cabo 
mediante la reacción con compuestos de hierro, para fo 
mar FeS insoluble. El color negro de muchos sedimentos 
ide se produce sulfatorreducción se debe a la acumu- 
lación de Fes. 


Oxidación-reducción de sulfuro 
de azufre elemental 
En condiciones óxicas, el sulfuro (HS) a pH neutro se oxi- 
rápida y espontáneamente (véase Sección 17.10). Las bac- 
oxidadoras del azufre, que en su mayor parte son 
jas, catalizan la oxidación de estos compuestos. Sin 
embargo, por tratarse de una reacción espontánea que se 
lleva a cabo muy rápidamente, la oxidación del sulfuro 
sólo donde el H,S procedente de las zonas anóxi- 
Cas más profundas se encuentra con el O, que desciende de 
las zonas óxicas. Además, si hay luz puede producirse 
bièn oxidación de SH , catalizada por las bacterias fo- 


El azufre elemental, S', es químicamente estable, pero 
oxidado con mucha facilidad por las bacterias oxidado- 
fas de azufre, como Thiobacillus (véanse Secciones 12.4 y 
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17.10). El azufre elemental es muy insoluble y las bacterias 
que lo oxidan se adhieren fuertemente а los cristales de azur- 
fre (vénse Figura 17.260). La oxidación del azufre elemental 
produce iones de sulfato (SO?) y de hidrógeno, lo que oca- 
siona una disminución del pH característica, A veces, para 
bajar el pH, se añade azufre elemental a los suelos alcalinos, 
confiando en que los ubicuos tiobacilos se encarguen del 
proceso de acidificación. 

El azufre elemental, S’, puede ser tanto reducido como 
oxidado. La reducción de azufre a sulfuro es una forma de 
respiración anaeróbica (обе Sección 17.15) y constituye un 
proceso ecológico importante, especialmente entre arqueas 
hipertermófilas (véase Capítulo 13). Aunque las bacte 
sulfato reductoras también llevan a cabo esta reacción, en 
la naturaleza el grueso de la reducción de S' ocurre proba- 
blemente por la acción de reductores de S’ filogenética- 
mente distintos, que son incapaces de reducir ЗО,” a HS. 
Sin embargo, los hábitat de los reductores de S'son, por lo 
general, los de los reductores de sulfato, de manera que, 
desde el punto de vista ecológico, hay coexistencia entre 
ambos grupos, 


Compuestos de azufre orgánico 
Además de las formas inorgánicas de azufre, cuya biogeo- 
química acabamos de considerar, existe un amplio conjun- 
to de compuestos orgánicos de azufre que son sintetizados 
por los seres vivos y que también entran en el ciclo biogeo- 
químico del azufre (Figura 19.31). Muchos de estos com- 
puestos de olor muy fuerte son extremadamente volátiles, 
por lo que van rápidamente a la atmósfera. El compuesto 
ico de azufre más abundante en la naturaleza es el 
dimetilsulfuro (H.C—S—CH)). Se origina principalmente 
еп ambientes marinos como producto de la degradación 
del propionato de dimetilsulfonío, que es uno de los prin- 
cipales osmorreguladores en las algas marinas (véase Sec- 
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¡ón 6.12). Los microorganismos pueden utilizar el propio- 
nato de dimetilsulfonio como fuente de carbono y energía, 
catabolizándolo a dimetilsulfuro y acrilato; este último com- 
puesto es un derivado del ácido graso propionato y se uti- 
liza para el crecimiento. 

La producción microbiana de dimetilsulfuro en la natu- 
raleza es de aproximadamente 45 millones de toneladas 
anuales. El dimetilsulfuro se libera a la atmósfera, donde 
experimenta una oxidación fotoquímica dando metanosul- 
fonato (CH,SO, ), SO, y SOF - El dimetilsulftro en hábitat 
anóxicos puede ser utilizado por los microorganismos por 
lo menos de tres maneras: (1) como sustrato para la meta- 
nogénesis (produciendo CH, у HIS); (2) como donador de 
electrones para la fijación fotosintética de CO; por las bac- 
terias fototróficas rojas (produciendo dimetilsulfóxido 
[DMSO]) y (3) como donador de electrones en el metabo- 
lismo energético de algunos quimioorganotrofos y quimio- 
litotrofos (produciendo también DMSO). El DMSO puede 
actuar como aceptor de electrones en la respiración anacró- 
bica (vase Sección 17.18), produciendo de nuevo dimetil- 
sulfuro. Hay muchos otros compuestos orgánicos de azufre 
que actúan en el ciclo global del azufre, incluyendo el me- 
tanotiol (CH,SH), el dimetildisulfuro (Н,С—5—5—СН,) y 
disulfuro de carbono (CS,), pero, en conjunto, la produc- 

ту consumo de dimetilsulfuro es la más importante (Fi- 
gura 1931), 


/__ 19.13 Revisión de conceptos 


Las bacterias desempeñan las principales funciones en los pro- 
cesos tanto de oxidación como de reducción del ciclo del azufre. 
Las bacterias oxídadoras del sulfuro y del azufre, que a menu- 
do son quimiolitotrotos, producen sulfato, y las bacterias re- 
ductoras del sulfato lo utilizan como aceptor de electrones en la 
respiración anaeróbica, produciendo sulfuro de hidrógeno. 
Dado que el sulfuro es tóxico y reacciona también con varios 
metales, la reducción de sulfato es un importante proceso bio- 
geoquímico, El dimetilsulfureres el principal compuesto orgá- 
nico de azufre de significado ecológico. 
Z ¿HS es sustrato o producto de las bacterias reductoras del 
sulfato? 
4 ¿Por quë se genera ácido de la oxidación bacteriana del azu- 
fre? 
/ ¿Qué compuesto orgánico de azufre es el más abundante 
erla naturaleza? 


[19.14 | Ciclo del hierro 


El hierro es uno de los elementos más abundantes de la cor- 
teza terrestre. En la superficie de la Tierra, el hierro se pre- 
senta en dos estados de oxidación, ferroso (Fe**) y férrico 
(Fe"'), El Fe" es producto de la actividad humana en la mez- 
cla de menas de hierro ferroso o férrico para obtener hierro 
fundido, En la naturaleza, por tanto, el ciclo del hierro se da 
entre las formas ferrosa y férrica; la reducción de Ре?' se 
da tanto químicamente como a consecuencia de la respi 
ción anaeróbica, y, la oxidación de Ее?” se produce tanto 
químicamente como a resultas de una forma de metabolis- 
mo quimiolitotrófico (Figura 19.32). El único aceptor de 


B 


Oxidación Reducción 
de hierro de hierro 
teroso férico 
(bactenana (bacteriana 
о química) quimica) 
Extracción. 
de menas 
Oxidación 
читка 
(Ғетово) 
ШЕГЕ осо эе óxdo-recucción del пепо La forma pond- 


pal del hero en la naturaleza es Fe? y Fe?*; Fe? өв producto de la аст 
"idad humana en la extracción de mena дө hierro, La oxidación de ато. 
ferroso es un proceso aeróbico que levan а cabo los quimioittrofos (a 
Quimico а pH nautro) y anaeróbico por algunas bacterias fototróficas. 
anoxigénicas y bacterias desritrifcantes. Las oxidaciones se represon- 
tan mediante fechas amarillas y las reducciones por echas rojas. 


electrones capaz de oxidar espontáneamente Ве? es el Oj, 
En la Sección 17.11, se discute cómo puede suceder esta 
reacción a pH neutro con producción de precipitados de 
hierro férrico altamente insoluble, Por el contrario, a рН. 
bajo, el Fe** es estable, lo cual permite la proliferación de 
bacterias acidófilas oxidadoras de hierro. 


Reducción bacteriana del hierro 
Algunos microorganismos utilizan el hierro férrico como 
асеріог de electrones. La reducción férrica del hierro ев muy 
corriente en suelos encharcados, en turberas у en sedi- 
mentos anóxicos de lagos. El movimiento de las aguas del 
fondo, ricas en hierro, en las turberas anóxicas o en los sue- 
los encharcados, puede producir el transporte de cantida- 
des considerables de hierro ferroso. Cuando estas aguas 
cargadas de hierro alcanzan las zonas Óxicas, el hierro fe- 
ттоѕо se oxida químicamente o por las bacterias del hierro 
(néase Sección 17.11) y se producen compuestos férricos, que 
precipitan formando un depósito marrón (véase Figura 
17.28), La reacción global de oxidación del hierro ferroso. 
es como sigue: 

Fe" +10, + 2790 Fe(OH), + 2H" 
El precipitado de hierro férrico interacciona con otras sus- 
tancias no biológicas, como el humus (véase Sección 19.9), 
reduciendo Ее?” a Ре? (Figura 19.32). El hierro férrico tam- 
bién puede formar complejos con varios componentes or- 
gánicos, que resultan así solubilizados y quedan disponibles 
para las bacterias reductoras de hierro férrico (véase Sección 
17.18). 
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Herro ferroso 


DIM anys 
AAA 
nos ton ocre а 


Hierro férrico y oxidación de pirita a pH ácido 
En medios no ácidos, el Fe** es oxidado por las bacterias del 
hierro, como Gallionella y Leptothrix (véanse Secciones 12.15 
12.16). Esto ocurre principalmente en las interfases entre 
aguas subterráneas anóxicas ricas en hierro y el aire. Sin 
embargo, a pH bajo, donde el Fe?” es estable, es cuando la 
oxidación bacteriana de hierro es más importante. Un qui- 
iniolítotrofo acidófilo, Thiobacillus ferrooxidans, y los oxida- 
idófilos relacionados oxidan Fe?" a Ее?" 
а pH extremadamente bajos (Figura 19.33). Sin embargo, 
еп la oxidación de hierro ferroso a férrico, como se genera 

muy poca energía (véase Sección 17.11), estas bacterias ti 
пел que oxidar grandes cantidades de hierro para poder 
desarrollarse, por lo que, en consecuencia, incluso un nú- 
mero pequeño de células pueden ser responsables de la pre- 
ріасібп de una gran cantidad de hierro, Esta bacteria 
xidadora del hierro, que es un acidófilo estricto, se encuen- 
tra habitualmente en el drenaje ácido de las minas y en ma- 
'nantiales ácidos; es probable.que sea también responsable 
de la mayor parte del hierro férrico precipitado en am- 

bientes de pH ácido. 

Thiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans 
yen en ambientes en los que el ácido sulfúrico es el ácido 
dominante y donde, además, hay gran cantidad de sulfato. 
А 20-30°С y pH moderadamente ácido (2-4), parece que 
T, ferrooxidans es el organismo dominante, mientras que a 
350C y pH más ácido (1-2) predomina L. ferrooxidans. En 
estas condiciones, el hierro férrico no precipita como hidró- 
xido, sino formando un sulfato mineral complejo llamado 
леи [HFe,(SO (ОН). La jarosita es un precipitado ama- 
lento o marrón responsable de una de las características 
del drenaje ácido de las minas, una desagradable coloración 
¡amarilla que los mineros norteamericanos llaman «el chico 
amarillo» (véanse Figuras 17.28 y 19.37). 

Una de las formas más corrientes de hierro y azufre en 
la naturaleza es la pirita, que tiene como fórmula general 
FeS, Procede de la reacción del azufre con el sulfuro ferro- 
жо (FeS) y forma una estructura cristalina altamente inso- 
luble; es muy frecuente en carbones bituminosos y en 
(muchos otros depósitos minerales (Figura 19.34). La oxi- 

bacteriana de la pirita tiene gran importancia para 
japarición de las condiciones de acidez en las actividades. 


ШШЕ Fria presente өп el cartón que puede ser oxidada 
por las bacterias oxidadoras del hierro y del azufre, Sección de una 
pieza de cartón procedente de la formación Black Мева en al norte de 
Arizona (EE.UU), Los discos esféricos dorados (de alrededor de 1 mm 
де diámetro) son partículas seccionadas de la pirita, FoS. 


mineras (Figura 19.35). Además, la oxidación de la pirita 
por las bacterias tiene considerable importancia en el pro- 
ceso llamado líxiviado microbiano de minerales (véase Sección 
19.15). La oxidación de la pirita es una combinación de reac- 
ciones catalizadas química у enzimáticamente. En este pro- 
ceso puede haber dos aceptores de electrones: oxígeno 
molecular (O,) e ion férrico (Fe**). 

Cuando la pirita se saca al exterior, como hace la mine- 
ría, se produce una lenta reacción química con el oxígeno 
molecular, como se ve en la Figura 19.36, Esta reacción, Ila- 
mada reacción iniciadora, oxida el sulfuro a sulfato y ocasio- 
па las condiciones ácidas bajo las cuales el hierro ferroso 
que se forma es relativamente estable en presencia de oxi- 
Beno. Thiobacillus ferrooxidans y L. ferrooxidans catalizan en- 
tonces la oxidación de iones ferrosos a fórricos. Los jones 
férricos formados bajo estas condiciones ácidas, al ser so 
lubles, pueden reaccionar espontáneamente con más piri- 
ta para oxidarla, produciéndose iones ferrosos y iones 
sulfato: 


FeS, + 14 Fe" +8 НО 15 Fe?" + 250/7 416 H* 


Los jones ferrosos formados son oxidados de nuevo a jo- 
nes férricos por las bacterias, y estos iones férricos, a su vez, 
reaccionan con más pirita, Por tanto, la tasa de oxidación 
de la pirita aumenta progresiva y rápidamente en un pro- 
ceso que se conoce como ciclo de propagación, que se ilustra 
en la Figura 1936. En condiciones naturales, algunos de los 
iones ferrosos generados por las bacterias se escapan y son 
transportados por las aguas subterráneas hasta Cursos de 
esa taranna No gbaaa, dado que еб зире 
sente en el drenaje aireado, en estas salidas de agua las bac- 
terias oxidan el hierro ferroso y se forma un precipitado de 
hierro férrico insoluble. 


Drenaje ácido de las minas 

La oxidación bacteriana de los minerales de azufre es el 
principal factor en el drenaje ácido de las minas, un pro- 
blema ambiental frecuente en las zonas donde hay minas 
de carbón (véanse Figuras 19.37 y 17.280), La mezcla del 
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в) e © 
СОКЕ) Habitat microbianos ricos en pirita que se encuentran en los ambientes biluminosos donde se efectúa la extracción de carbón 
y de cobre. (a) Extracción de cartón bituminoso en una veta minera. La pala transportadora está quitando la tierra para alcanzar la vota de carbón 
(b) Veta de carbón. La retirada del carbón bituminoso expone el ambiente al aire. La piita asociada al carbón (ивазе Figura 19.34) es colonizada. 
por bacterias oxidadoras de hierro. {c) Depósito de mineral de cobra rico en pirta. La extracción del mineral de cobre deja а zona expuesta al aire. 


ма ácida de la mina con la de ríos y lagos provoca una contacto con Thiobacillus ferrooxidans y con el O,, lo que hace 
degi natural porque posible la oxidación de la pirita. El ácido que se forma pue 
tanto el ácido como los metales disueltos son tóxicos para ае filtrarse nos (Figura 19.37). 
la vida acuática (véanse Figuras 17.28a y 19.37). Además, Donde el drenaje ácido de las minas es extenso, hay 
esas aguas contaminadas no son aptas para el consumo ћи: una gran actividad de la arquea acidófila Ferroplasma aci 
mano ni para el uso industrial. La oxidación de la pirita Ше- dophilun. Se trata de un procariota oxidador de hierro que 
va, en última instancia, a la formación de ácido sulfúricoy puede crecer a pH 0 y temperatura de hasta 50°С. F. aci 
de hierro ferroso y se pueden alcanzar valores de pH tan  dophilum forma cintas viscosas adheridas а superficies de 
bajos como 2. El ácido formado ataca otros minerales pre 
sentes en la roca asociados con el carbón y la pirita, origi- 
dación de toda la estructura de la roca. El 
aluminio, que es uno de los principales elementos ќо 
dores de rocas, es sólo soluble a pH bajo; con frecuencia, el 
АГ" se encuentra en aguas ácidas de las minas a concen- 
traciones elevadas, lo que puede ser tóxico para los orga- 


ción grave de la calidad del 


a los cursos de agua се 


nando la de 


nismos acuáticos. 
El requerimiento de O, en la oxidación de hierro ferro- 

el drenaje 

ácido de las minas, En tanto no se extraiga carbón, la piri 
ta nose oxida, pues ni el aire ni las bacterias pueden al- 
canzarla, Cuando se extrae el carbón (Figura 19.35), entra en 


so a férrico explica en parte cómo se desarrol 


Moo + 310, но ШШ. 250. 2н 


Reacción iniciadora, Espontánea 


Lenta, Rápida, espontánea (as bacterias 
espontánea баз bacterias pueden Pueden 
илаа, también catalizar) o 


Ciclo de 
propagación 


ШШТЕГЕШ соор соо ds wa regón де cartón biomas 
| Fic ЖЕЕ] Pape: de las bacterias oxidadoras de hierro en la ox- Obsérvese el color rojo-amarillento, debido a la precipitación de óxidos 
cación del mineral pia де hieno (véase Figura 17.28) 
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la pirita en los depósitos de mena de hierro (véase Figura 
1938). En Iron Mountain, en California (Figura 1938). hay 
una zona bien estudiada de drenaje ácido de las minas 
donde el biofilme de F. acidophilum mantiene el pH próxi 
то a 0. El biofilme está constantemente bañado por Fe? 
a concentraciones de hasta 30 g/l. A partir del Fe**, se ge 
nera ácido por las reacciones descritas previamente, Fe- 
торїазта es una arquea carente de pared relacionada con 
Thermoplasma (véanse Figura 19.38b y Sección 13.5), en la 
morfología y la filogenia. 


Y 19.14 Revisión de conceptos 


El hierro está presente en la naturaleza principalmente en dos 
estados de oxidación, ferroso (Fe””) y férrico (Fe), у la trans- 
formación bacteriana y química de estos metales es de gran 
Importancia ecológica y geológica. La reducción bacteriana 


ШЕЕ] Forovesma acidophium, una arquea oxdadora de 
Мето extremadamente acidéfila responsable de graves drenajes ci- 
os de las minas. (a) Cálulas de Farraplasma creciendo en la corren 
le de drenaje ácido (pH próximo a 0), en Iran Mountain, California. (Б) 
'Merografa electrónica de una célula de F acidophiur entre el mate- 
al mineral 


de hierro férrico tiene lugar en ambientes anóxicos y ocasi 
па la movilización del hierro desde los pantanos, turberas у 
otros hábitat acuáticos ricos en hierro. La oxidación bacteria- 
па de hierro ferroso sólo ocurre de forma significativa a pH 
bajo y es muy común en las regiones con minas de carbón, 
donde produce un tipo de contaminación llamado drenaje 
ácido. 


Y ¿Cuáles el estado de oxidación del hierro en el ОНУ, ¿y 
en el FeS? ¿Cómo se forma el Fe(OH), 

4 Por qué la oxidación de Бе? en cone 
duce principalmente a pH ácido? 


ones óxicas se pro- 


vi 


RREMEDIO MICROBIANA 


El potencial biogeoquímico colectivo de los microorga- 
nismos es enorme. De hecho, los microorganismos son los 
mejores químicos de la Tierra. Y como tales, han sido ге- 
clutados para ayudar a extraer metales valiosos de menas 
minerales (lixiviado microbiano) y a recuperar el ambien- 
te (biorremedio). En las cuatro secciones siguientes vamos 
a examinar diversos procesos microbianos que o bien rin- 
den productos de gran valor o bien biorremedian las ac- 
tividades contaminantes de los humanos 


Lixiviado microbiano de me 
minerales 


Consideraremos aquí una situación en la cual la acidez y 
la solubilidad del metal que producen las bacterias асійб- 
filas desempeñan una función beneficiosa en minería, El 
azufre, al combinarse con muchos metales, forma minera- 
les muy insolubles y muchas de las menas de donde se ex- 
traen dichos metales son sulfuros. Si la concentración del 
metal en la mena es Баја, es posible que no sea económi- 
camente rentable concentrar el mineral por medios quí- 
micos convencionales. En esas condiciones se suele utilizar 
el lixiviado microbiano. Resulta especialmente útil en el 
caso del cobre, ya que el sulfato de cobre que se forma du- 
rante la oxidación de las menas del sulfuro de cobre es muy 
soluble en agua. De hecho, aproximadamente la cuarta par- 
te del cobre de todo el mundo se obtiene por procesos de 
lixiviado. 

Ya se ha dicho que el propio ion sulfuro, HS”, se oxida 
espontáneamente en contacto con el aire. La mayoría de los 
sulfuros metálicos también se oxidan espontáneamente, 
pero a mucha menor velocidad que el sulfuro libre, Bacte- 
rias como Thiobacillus ferrooxidans pueden actuar de catali- 
zadores y acelerar la tasa de oxidación de los minerales que 
contienen sulfuro, ayudando a solubílizar el metal (Figura 
19.36). La Figura 19.39 muestra la tasa de oxidación relati- 
va de un mineral de cobre en presencia y en ausencia de 
dicha bactería. La susceptibilidad a la oxidación también 
presenta variaciones entre los minerales. Los que se oxidan 
más fácilmente se prestan más a la lixiviación. Por tanto, 
las menas de sulfuro de hierro y de sulfuro de cobre, como 
la pirotita (FeS) y la covelita (Сиб), son lixiviad. 
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MIERDA Efecto de la bacteria Thiobacilus ferrooxidans en la 


lixiviación del cobre a partir del mineral covelta (CuS). La ixiviaciûn se 
realizó en una columna de laboratorio y la solución del ixiviado ácido. 
contenia los nutnentes inorgánicos necesarios para el desarrollo de la 
bacteria. La actividad lixiviadora se siguió midiendo la cantidad de 
cobre soluble en la solución del fondo de la columna. La solución del 
lixiviado ве hacía circular continuamente, manteniendo un sistema. 
esencialmente cerrado. 


mente, mientras que las menas de plomo y de molibdeno lo 
son con mucha mayor dificultad. 


El proceso de lixiviación 

En el proceso de lixiviado microbiano, la mena de baja ley 
se amontona en una gran pila de lixiviado, a través de la 
cual se hace percolar una solución de ácido sulfúrico dilui- 


METER стро е bacterias өп la мас de mineral de 
Cobre de bajo contenido en el metal. (a) Formación tipica de ixiviación. 
La тепа de bajo contenido ha sido amontonada en una gran pila. Las. 
cañerias distribuyen sobre la superficie el agua ácida, que se fitra len- 
tamente a través de la pila y sale por abajo. (>) Eftente de una forma- 
ción de lixiviación de cobro, El agua ácida es muy rica en cobre disuelto. 
(€) Recuperación de cobre disuelto por el paso del agua rica en cobre 
Sobre el hierro metálico en un canal. d) Pequeña pila de metal de cobre 
recuperado y retirado del canal, isto para una posterior purificación. 


do (con un pH aproximado de 2) (Figura 19.400). Se recoge 
el líquido que sale del fondo de la pila (Figura 19.400), rico 
еп mineral, y se transporta a una planta donde se precipi- 
ta y purifica (Figura 19.40). El líquido sobrante, al que se 
va añadiendo la cantidad de ácido necesaria para mantener 
el pH bajo, se vuelve a verter sobre la pila y el ciclo se re- 
pite. 

Las bacterias pueden catalizar la oxidación de los sul- 
furos minerales mediante varios mecanismos. Tenemos un 
ejemplo en la oxidación de dos minerales de cobre, la cal- 
cocita, Си;5, en la que el cobre tiene valencia +1, y la co- 
velita, Си, en la cual tiene valencia +2. Como se ilustra en 
la Figura 1941, Thiobacillus ferrooxidans es capaz de oxidar 
el Си” de la calcocita (Cu,S) a Cu**, eliminando parte del 
cobre que se encuentra en forma soluble, Си", y forman- 
Чо el mineral covelita (CuS), Hay que destacar que en esta 
reacción no se produce ningún cambio de valencia en el ion 
sulfuro y que las bacterias utilizan como fuente de energía 
la reacción de Си” a Cu?", Es un proceso análogo a la oxi- 
dación, por la misma bacteria, del hierro ferroso a férrico. 
La covelita puede ser oxidada después, produciéndose sul- 
fato у Си?" soluble (Figura 19.41). 

En un segundo mecanismo, probablemente el más im. 
portante en la mayoría de las actividades mineras, se pro- 
duce una oxidación química de la mena de cobre, con iones 
férricos formados a partir de la oxidación de los iones fe- 
rrosos (Fi á presente en casi todas 
las menas y su oxidación lleva a la formación de hierro fé- 


a 
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Supuración del licor ácido de lixiviación sobre el mineral de cobre 
/ 
J 


ا 


Metal de cobre (Си?) 


ШИШЕ] dsribucón de uga pila de ixiviación y reacciones. 
Que intervienen en a Ixiviación microbiana de minerales de sulfuro de 
sobre para producir Cu! (cobre metálico). La reacción 1 ев principal- 
тее biológica (bacteriana), mientras que la 2 өв, a Іа vez, biológica 
ү айтса. La reacción 3 es estrictamente quimica y, posiblemente, la 
Тіз importante en el proceso de lixiviación del cobre, Para que la 
Reacción 3 siga adelante es esencial que el Ре?" (de la oxidación de sul- 
o en CuS а sulfato) sea (rjoxidada a Ре?" por Thiabacillus ferrooxi- 
dans y Laptospirilum ferrooxidans (parte interior del dibujo). 


rico. Éste es un aceptor de electrones muy bueno de los 
minerales que contienen sulfuros y la reacción del CuS con 
tl hierro férrico origina la solubilización del cobre y la for- 
mación de hierro ferroso, En presencia de Oj, y con pH áci- 
do, Thiobacillus ferrooxidans vuelve a oxidar el hierro ferroso 
а su forma férrica y este hierro férrico puede oxidar más 
Sulfuro de cobre. Por tanto, el proceso se mantiene funcio- 
pando mediante la oxidación de Fe** а Fe” que realiza la 
bacteria. 


Recuperación del metal 
Otra fuente de hierro en las operaciones de lixiviado es en 
Ja planta de precipitado que se usa para recuperar el cobre 


soluble a partir de la solución de lixiviado (Figura 19.40c y 
d). Se utiliza chatarra de hierro, Fe”, para recuperar cobre del 
líquido de lixiviado mediante la reacción que se indica en 
la parte inferior de la Figura 19.41, la cual produce una can- 
tidad considerable de Fe**. En la mayor parte de las ope- 
raciones de lixiviación, el líquido rico en Fe** que queda 
después de la extracción del cobre es conducido hasta un es- 
tanque de oxidación, donde Thiobacillus ferrooxidans proli- 
fera y forma Fe”. Se añade ácido al estanque para mantener 
el pH bajo y conservar así el Ғе?" en solución. Este líquido 
rico en ion férrico se bombea hacia la parte superior de la 
pila, quedando disponible el ion férrico para oxidar más 
mineral con sulfuro. 

El enorme tamaño de las pilas de lixiviado de cobre 
hace que penetre poco oxígeno en ellas, por lo que normal- 
mente el interior se hace anóxico. Aunque la mayoría de las 
reacciones indicadas en la Figura 19.41 requieren oxígeno 
molecular, las reacciones de oxidación pueden realizarse 
de forma anaeróbica, porque Thiobacillus ferrooxidans pue- 
de usar Ве?“ como aceptor de electrones en ausencia de oxi- 
geno. Las grandes cantidades de Ее?” que se añaden a la 
solución de lixiviado procedentes de hierro oxidado de la 
chatarra llevan adelante el proceso, incluso bajo condicio- 
nes anóxicas. La temperatura elevada puede constituir un 
problema en las operaciones de lixiviación. Т. ferrooxidans 
ез mesófila, pero la temperatura en el interior de la carga 
de lixiviado a menudo aumenta de manera espontánea 
сото resultado de la actividad microbiana. De esta forma, 
los quimiolitotrofos oxidadores de hierro termófilos tales 
сото las especies termófilas de Thiobacillus y Leptospiri- 
Пит ferrooxidans y, a temperaturas superiores (60-80°С), 
la arquea acidófila Sulfolobus (vénse Sección 13.9) pueden 
ser importantes en el lixiviado de la mena por encima de 
los 40°С. 


Otros procesos de lixiviado: uranio y oro 

Los microorganismos también se utilizan en el lixiviado de 
menas que contengan oro o uranio. Aunque T. ferrooxidans 
puede oxidar U" a U** con О; como aceptor de electrones, 
ез posible que el proceso de lixiviado de uranio dependa de 
la oxidación química del uranio por Fe", en la que Т. fe- 
rrvoxidans participa a través de la reoxidación de Fe** a Fe”, 
como se describe en el lixiviado de la mena de cobre (véuse 
Figura 1941). La reacción observada es: 


UO, + Fey(SO,), — 00,50, + 2 FeSO, 
u) ge») u» e 


А diferencia del ШО, el uranio oxidado es soluble y puede 
recuperarse por otros procesos. 

Ел la naturaleza, el oro aparece frecuentemente asocia- 
do con minerales que contienen arsénico y pirita, En el 
lixiviado microbiano del oro, T. ferrooxidans y otros micro- 
organismos relacionados se utilizan para atacar y solubili- 
zar el mineral de arsenopirita y en el proceso se libera el oro 
atrapado (Au). 


2 FeAsS [Au] +70; + 2 H,O + HSO,= 
Fe(SO y) + 2 HAsO; + [Au] 
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El oro es después acomplejado con cianuro por métodos 
tradicionales en la minería del oro. A diferencia del cobre, en 
el que el lixiviado da lugar a una gran pila de lavado (ôi 
se Figura 19.40), con el oro se realiza en biorreactores relati- 
vamente pequeños (véase Figura 19.42); el biolixiviado 
efectuado de esta forma libera más del 95% del oro atrapa- 
Чо. Y, aunque el arsénico y el cianuro son residuos tóxicos 
del proceso minero, ambos se eliminan en el biorreactor 
donde tiene lugar el proceso; el arsénico como un precipi- 
tado férrico y el cianuro (CN) mediante oxidación micro- 
biana a CO, y urea en fases posteriores del proceso. El 
lixiviado microbiano del oro a pequeña escala como alter- 
nativa а los métodos a gran escala se está haciendo cada vez 
más frecuente y está sustituyendo a los procedimientos con- 
vencionales tan costosos y perjudiciales para el ambiente. 


У 19.15 Revisión de conceptos 


La oxidación del mineral de cobre por las bacterias conduce a la 
solubilización del cobre, un proceso conocido como lixiado mé 
crobiano. El lixiviado es importante en la recuperación del cobre 
y del uranio a partir minerales con bajo contenido en metal. La 
oxidación bacteriana del hierro de la pirita (mineral de sulfuro 
de hierro) es también una parte importante del proceso de lixi 
viado microbiano porque el hierro férrico producido es, por si 
mismo, un oxidante de los minerales. 


Z Cimo se oxida el CuS bajo condiciones anóxicas? 


+ ¿Por qué es importante mantener ácido el líquido de lava- 
Чо en el proceso de lavado del mineral de cobre? 
/ Desde el punto de vista de la oxidación de metal, ¿en quése 


diferencia el proceso de lixiviado del cobre respecto al del 
ого? 


Transformación del mercurio 
otros metales pesados _ _ 


Los oligoelementos o metales traza son elementos que están 
presentes a bajas concentraciones en las rocas, suelos, aguas 
y en la atmóstera. Algunos de ellos (por ejemplo, el cobal- 


[Fisura 19 42 коооз ds tanques de ixiacón de эю өп los 
¡campos de oro de Ashanti en Ghana, África. Dentro de los tanques hay 
una mezcla де Tobacllus ferrooxidans, TNobaclus коон юла y 
Leptospiritum fercoxidans que зойга el minerai de pirtafaraórsco 
ue contiene oro incrustado. Se era el or, Véase el texto para una 
explicación de las reacciones que intervienen 


to, el cobre, el zinc, el níquel о el molibdeno) son nutrien- 
tes (véase Sección 5.1), pero varios de ellos, cuando se en- 
cuentran a concentraciones elevadas, resultan tóxicos para 
los seres vivos. Algunos de esos elementos tóxicos son su- 
ficientemente volátiles para que su transporte atmosférico 
sea significativo y pueden ser, por tanto, un peligro para el 
ambiente. Entre ellos se encuentran el mercurio, el plomo, 
el arsénico, el cadmio y el selenio. Muchos de esos oligoe- 
lementos llevan a cabo reacciones de oxidorreducción ca- 
talizadas por microorganismos, y algunos también pueden 
encontrarse formando compuestos orgánicos procedentes 
de la acción microbiana. Nos centraremos en el estudio de 
la biogeoquímica del mercurio, debido a su importancia 
como contaminante ambiental y a la participación de los 
microorganismos en dicho ciclo. 


Ciclo global del mercurio y del metilmercurio 
Aunque el mercurio se encuentra en concentraciones muy 
bajas en la mayoría de los medios naturales, alrededor de 
1 nanogramo (ng) por litro, es un producto industrial muy 
utilizado y es el componente activo de muchos plaguicidas. 
Debido a su capacidad de acumulación en los tejidos vivos 
(algo poco frecuente en otros elementos), y a su alta toxici- 
dad, el mercurio tiene una gran importancia desde el pun- 
to de vista ambiental. La explotación de los yacimientos de 
mercurio y la incineración de combustibles fósiles liberan al 
ambiente unas 40 000 toneladas anuales de mercurio; y una 
cantidad aún mayor se libera por procesos biogeoquímicos. 
El mercurio es también otro producto secundario de la in- 
dustria electrónica, especialmente la fabricación de pilas 
cables, de la industria química y de la incineración de resi- 
duos urbanos, 

El mercurio elemental (Ни) es la forma principal en la 
que se encuentra este elemento en la atmósfera, Es volátil, 
y se oxida fotoquímicamente а ion mercurio (Hg?*); la ma- 
yor parte del mercurio que penetra en los ambientes аси. 
ticos lo hace en la forma Hg” (Figura 1943), El ion mercurio 
se adsorbe fácilmente a la materia particulada, a partir de la 
cual puede ser metabolizado por los microorganismos, La 
principal reacción microbiana que se ha observado es la me- 
tilación del mercurio, que produce metílmercurio, (CH,Hg') 
(ойве Figura 1943), Metabólicamente, la metilación del mer- 
curio se efectúa por la donación de grupos metil-B;,. El me- 
tilmercurio es especialmente tóxico porque se absorbe a 
través de la piel. Pero, además, es soluble, por lo que pue- 
de concentrarse а través de la cadena alimentaria acuática, 
principalmente en peces, о ser metilado otra vez por los ті 
Eroorganismos, produciendo el compuesto volátil dimetil- 
mercurio, CHy—Hg—CH,, 

Tanto el metilmercurio como el dimetilmercurio tien- 
den a acumularse en los tejidos animales, especialmente en 
los músculos, El metilmercurio es unas cien veces más tó- 
xico que el Hg? o el Hg?* y se concentra en los peces, en los 
cuales actúa сото una potente neurotoxina. Por tanto, este 
compuesto es una toxina ambiental important 
mulación parece ser un problema considerable en algunos 
logos, en los que se ha observado un aumento creciente de 
las concentraciones de este elemento en peces destinados al 
consumo humano. También puede dañar el hígado y el гі 
ñón de los humanos y de otros animales. 


'ORMACIÓN DEL 


IRCURIO Y DE OTROS METAL! 


IMAZ осо viogeoquímico del mercurio. Los principales 
msarvorios de mercurio son el agua y los sedimentos, a partir de donde 
pueden concentrarse өп los tejidos animales o precipitarse en forma de. 
HgS. Las diversas tormas de mercurio que se encuentran normalmen- 
Зе өп los medios acuáticos se indican con diferente color 


А escala global, se producen varias transformaciones 
mês del mercurio, que incluyen reacciones en las que inter- 
Vienen bacterias reductoras de sulfato (H,S + Hg?" — HgS) 


y bacterias metanogénicas (CH,Hy* —» CH, + Hg?) (гезе Fi- 
ura 19.43). La solubilidad del HgS es muy baja, por lo que 
en sedimentos anóxicos sulfato reductores la mayor parte 
Че! mercurio se encuentra en esa forma, En cambio, si exi 

te aireación, el HgS puede ser oxidado, principalmente por 


los tiobacilos, produciéndose 
curio, 


jg?" y finalmente metilmer- 


Resistencia al mercurio 
А concentraciones suficientemente altas, el mercurio bi 
Valente (Hg?') y el metilmercurio (СНД?) Pueden ser 
tóxicos, tanto para los organismos superiores como para 
os microorganismos. Por fortuna, algunas bacterias llevan 
а cabo la biotransformación de formas tóxicas de mercu- 
rio a formas no tóxicas. En bacterias Gram negativas resis- 
lentes al mercurio, una enzima unida a NADPH, llamada 
reductasa mercúrica, transfiere dos electrones al Hg?” , redu- 
tiéndolo a Hg. El Hg? producido en esta reacción es volá- 
lil, pero lo esencial es que no es tóxico para los humanos ni 
llos microorganismos, en comparación con el НЕ?" о el 
CH Hg'. La conversión bacteriana de Hg?” a НЕ? permite 
entonces convertir más CH,Hg' en Hg- 

La resistencia al mercurio se ha estudiado intensamente 
en Pseudomonas aeruginosa, bacteria Gram negativa que po- 
ее un plásmido que contiene genes para la resistencia a di- 
cho metal. Esos genes, llamados genes mer, están situados en 
sun operón y están bajo el control de la proteína reguladora 
Merk (el producto de merK) (Figura 19.442). Curiosamente, 


Мет funciona de represor y también de activador (véase 
Capítulo 8). En ausencia de Наг", MerR se une a la región 
operadora del operón mer y realiza la transcripción de genes 
тетТРСАР (Figura 19.440). Sin embargo, cuando Hg” está 
presente, el metal forma un complejo con MerR, que fun- 
ciona entonces como activador de la transcripción del operón 
mer. La reductasa mercúrica, mencionada previamente, es 
producto del gen merA. MerD, producto del gen merD, tam- 
bién cumple una función reguladora, mientras que merP co- 
difica una proteína periplasmática captadora de Hg?" 
(Figura 19.44b). Esta proteína, Мег, se une al Hg?" y lo 
transfiere a una proteína de membrana MerT (el producto de 
тетт), que transporta el Hg?* al interior de la célula para 
que sea reducido por la reductasa mercúrica (Figura 19440), 
El resultado final es la reducción de НЕ?" a Hg’, que es vo- 
lätil y es liberado por la célula (Figura 19.440). Se han en- 
contrado genes mer adicionales en otros organismos, pero 
los que se describen aquí parecen conservarse en todos los 
operones mer examinados. 


Resistencia a otros metales pesados 

Se ha observado que plásmidos (véase Sección 10.8) aislados 
de microorganismos Gram positivos y Gram negativos del 
dominio Bacteria codifican algún tipo de resistencia a me- 
tales pesados. Ciertos plásmidos que confieren resistencia 
a antibióticos también tienen genes para la resistencia al 
mercurio y al arsénico, Otros plásmidos codifican sólo la 


Proteina periplásmica de unión 


Regulación: represión y activación 
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Le Regulación 
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P са 
"Mecanismo де reducción de НО?” a Hg? por Pseu- 
domonas aeruginosa. (a) El operón mer. Мег puede funcionar bien 
como represor (en ausencia de Hg”) bien como activador transcrip- 


оопа (en presencia de Hg”). (o) Transporte y reducción de Hal". El 
Но?" se une a los residuos de cisteina en ambas proteinas Мег у Ме. 


® 
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resistencia a metales pesados. En un plásmido de gran ta- 
maño aislado de Staphylococcus aureus se ha detectado re- 
sistencia al mercurio, al cadmio, al arsenato y al arsenito. El 
mecanismo de resistencia varía para cada metal en concre- 
to. Por ejemplo, la resistencia al arsenato y al cadmio se de- 
ben a la acción de enzimas que expulsan inmediatamente 
todos los iones de arsenato o cadmio incorporados, evitan- 
do así que los metales desnaturalicen las proteínas. 

Estudios realizados en bacterias resistentes a niquel y a 
cobalto demuestran que en la mayoría de los casos los ge- 
nes de resistencia se encuentran en plásmidos; es típico que 
haya resistencia a ambos metales en un mismo plásmido. 
Estudios realizados en cultivos de enriquecimiento de- 
muestran que las bacterias resistentes al níquel son poco 
frecuentes en los suelos y en otros ambientes en los que este 
metal no se encuentra en cantidades significativas. Las bac- 
terias muy resistentes al níquel o a otros metales son más 
frecuentes en aguas residuales de la industria de procesa- 
miento de metales, o en instalaciones mineras donde los 
metales pesados son extraídos por lixiviado junto con mi- 
nerales de hierro o cobre. 


Z 19.16 Revisión de conceptos 


La principal forma tóxica del mercurio es el metilmercurio, Éste 
puede dar lugar а Hg", que es reducido por las bacterias a Hg”. 
Con frecuencia, la capacidad de las bacterias para resistir la to- 
xicidad de los metales pesados se debe a la presencia de plás- 
midos específicos, que codifican enzimas capaces de detoxificar 
los metales, 


+ (Cuáles son las formas de mercurio más tóxicas para los or- 
anismos? 

Y ¿Cómo llevan a cabo las bacterias la detoxificación del mer- 
curio? 


ХЮ Siodegradacién del petróleo 


La descomposición microbiana del petróleo y de sus deri- 
vados es de considerable importancia económica y am- 
biental. El petróleo es una rica fuente de materia orgánica 
y los hidrocarburos que contiene son rápidamente ataca- 
bles por diferentes microorganismos en condiciones aeró- 
bicas. Na resulta extraño, por tanto, que en contacto con el 
aire y-la humedad sea atacado por los microorganismos. 
En determinadas circunstancias, como el almacenado en 
grandes tanques, el crecimiento microbiano no es deseable. 
Sin embargo, en otras situaciones, como cuando se produ- 
се algún vertido de petróleo, su utilización por los тісто- 
organismos es deseable, e incluso, puede ser estimulada 
añadiéndole nutrientes inorgánicos. El término biorremedio 
hace referencia a la eliminación del petróleo o de otros con- 
taminantes mediante el uso de microorganismos. La im- 
portancia del biorremedio para eliminar los vertidos de 
petróleo ha sido ampliamente demostrada en los últimos 
años en varios casos en que se produjeron vertidos consi- 
derables de crudo al mar (véase Figura 19.46). 

La bioquímica de la degradación de petróleo se ha es- 
tudiado en la Sección 17.23, donde se ha destacado la im- 
portancia de la función que desempeñan las enzimas 


oxigenasa en la introducción de átomos de oxígeno en el 
hidrocarburo, lo que permite (véuse Figura 17.55) que haya 
posteriores procesos bioquímicos. Aquí поз centraremos еп 
los procesos aeróbicos donde la actividad de esas enzimas 
es relevante у donde la oxidación de hidrocarburos en la 
naturaleza es cuantitativamente más significativa. 


Descomposición de los hidrocarburos 

Se ha demostrado que una gran variedad de bacterias (in- 
cluyendo algunas cianobacterias), diversos mohos y leva- 
duras, así como determinadas algas verdes pueden oxida 
hidrocarburos aeróbicamente. Es muy frecuente la conta- 
minación a pequeña escala por petróleo en ecosistemas 
acuáticos y terrestres debido tanto a actividades humanas 
сото a causas naturales. Existen diversas comunidades mi- 
crobianas capaces de utilizar hidrocarburos como donado- 
res de electrones. El metano, el hidrocarburo más sencillo, 
es degradado por un grupo especializado de bacterias, las 
bacterias metanotróficas (véanse Secciones 12.6 y 17,24); pero. 
estos microorganismos no pueden crecer con hidrocarburos 
де mayor número de carbonos. 

Los microorganismos oxidadores de hidrocarburos cni- 
сеп rápidamente sobre la superficie del petróleo y la acti- 
vidad es más extensa si las condiciones ambientales сото 
temperatura y nutrientes inorgánicos (principalmente N y 
Р) son las adecuadas (véase Figura 19.46). Dado que el pê 
tróleo es insoluble en agua y menos denso, flota y forma 
manchas en su superficie. Las bacterias oxidadoras de hi- 
drocarburos pueden atacar las gotículas insolubles de pe- 
tróleo y a menudo pueden verse en grandes cantidades 
sobre ellas (Figura 19.45). La acción de dichas bacterias Ile- 
va а la descomposición del petróleo y a la dispersión de la 
mancha. 

En la eliminación de vertidos de petróleo, los microor- 
ganismos actúan oxidando el petróleo a CO, (Figura 1946). 
Cuando se producen grandes vertidos, las fracciones de hi- 
drocarburos volátiles se evaporan rápidamente, quedando 
los componentes aromáticos y alifáticos de cadena larga 
рага que sean eliminados por los organismos, En los verti- 
dos en los que se han llevado a cabo estudios se ha visto 
que las bacterias oxidadoras de hidrocarburos han aumen- 
tado su número de 10-10 veces poco tiempo después de 
producirse el vertido. 

En experimentos llevados a cabo con hidrocarburos con 
radioisótopos como trazadores, o mediante el consumo de 


Bacterias 
de petróleo” 


| Роша 19.45 Bacterias oxicadoras de hidrocarburos asociadas 
соп gotas de petróleo. Las bacterias se concentran en grandes canit- 
dades өп la interfase petrólso-agua, pero по penetran өп el interior de 
las gotas. 
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onaecuencias ambientales de extensos veidos de 
рео en ambiantos marinos у electo де la biorremediación. a) Una 
Playa contaminada a lo largo de la costa de Alaska por el vertido del 
pte Valdez доа compañía Boron, en 1989. 01 La zona rectangular 
i centro (Hecha) fue tratada con nulientes inorgánicos para estimu- 
lla Dloremedición mediante microorganismos del petróleo, mientras 
фе өз reas de izquierda y derecha по fueron tratadas. 


O; para medir la actividad heterotrófica, se ha visfó que, en 
condiciones ideales, hasta un 80% de los componentes no 
volátiles-son oxidados рог bacterias al año de producirse 
elvertido. Sin embargo, determinadas fracciones, сото los 
hidrocarburos con cadenas ramificadas y los hidrocarbu- 
то policíclicos, permanecen en el ambiente por más tiem- 
po. El petróleo que alcanza los sedimentos es degradado 
muy lentamente, y puede causar un impacto significativo 
a largo plazo en la pesca y en otras actividades cuyo alto 
rendimiento depende de aguas no contaminadas. 

Las interfases entre petróleo y agua son frecuentes. Es casi 
imposible evitar la acumulación de humedad en los tanques 
de petróleo, donde se forma una capa de agua por debajo del 
tombustible. Los tanques de almacenamiento de gasolina у 
petróleo (Figura 19.47) son hábitat potenciales рага los mi- 
ú'eroorganismos oxidadores de hidrocarburos, que pueden 
acumularse y desarrollarse en la interfase petróleo-agua. Si 
Чама tiene suficiente sulfato crecen las bacterias sulfato re- 


Figura 1947 ii 
овде en los que puede producirse crecimiento microbiano masivo 
en ias intrtasespetóleo-agua. 


ductoras, consumiendo hidrocarburos en condiciones total- 
mente anóxicas (véase Sección 17.23). El sulfuro (H,S) que se 
produce es muy corrosivo y puede agujerear los tanques. 


Producción de petróleo 

Aunque, como hemos visto, en la degradación del petróleo 
los microorganismos pueden desempeñar un papel muy im 
portante, algunos microorganismos también pueden llevar a 
cabo la producción de hidrocarburos, particularmente las algas 
verdes. Por ejemplo, en el alga colonial Botryococcus braunii, 
el crecimiento va acompañado de la secreción de hidrocarbu- 
ros de cadena larga (Cay Съ), que tienen la consistencia del 
petróleo (Figura 19.48). En B. braunii, aproximadamente el 30% 
del peso seco celular es petróleo. Existe un interés creciente 
еп utilizar ésta y otras algas que produzcan petróleo como 
fuente renovable de este producto. Hay evidencias de que cier- 
tos tipos de petróleo se originaron de forma similar a В. brai- 
nii, que crecían en el fondo de lagos en tiempos antiguos, 


БЕЛЕШЕП Mcrografa por contraste de imerterencia de No- 


marski de células del alga verde Botryococcus brauni. Nótense las 
gotas de petróleo, producidas y secretadas por este alga, en el mar- 
gen de las células. 
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У 19.17 Revisión de conceptos 


Generalmente, los hidrocarburos son estables en los ambientes 
anóxicos, pero en los óxicos se encuentran expuestos al ataque 
microbiano. Los microorganismos oxidadores de hidrocarburos 
se utilizan para el Biorcemedio de suelos contaminados рог pe- 
tróleo, añadiendo nutrientes inorgánicos para estimular esa ac- 
tividad. Algunas algas producen hidrocarburos. 


Y ¿Quées el biorremedio? 

Y ¿Por qué la adición de los nutrientes inorgánicos estimula 
la degradación del petróleo y la adición de glucosa puede 
que no? 


[19.18 lodegradación de compuestos 
xenobióticos 


Los xenobióticos son compuestos químicos sintéticos que 
no existen de manera natural. En esa categoría se incluye 
una larga lista de compuestos, como plaguicidas, bifeniles. 
políclorados (PCB, usados por las industrias eléctricas y re- 
lacionadas), municiones, tintes y disolventes clorados. Mu- 
chos xenobióticos están relacionados estructuralmente, 
algunos en gran medida, con compuestos naturales, por lo 
que pueden ser degradados lentamente por enzimas que 
ya existen para realizar esa tarea. En otros casos, los сот- 
puestos son de estructura tan diferente a cualquier com- 
puesto «natural» que un organismo no se lo ha podido 
encontrar anteriormente, por lo que la velocidad de Чед 
dación en la naturaleza es extremadamente baja, si es que 
ocurre. Sin embargo, en muchos xenobióticos se han en- 
contrado microorganismos que pueden degradarlos. У. 
mos a centrarnos aquí en los plaguicidas, como un ejemplo 
de potencial degradación microbiana. 

Un importante aspecto de los xenobióticos, que va más 
allá de la propia descontaminación ambiental, es que per- 
miten comprender la genétféa de los microorganismos de- 
gradadores. Además de centrarse en cuestiones aplicadas, 
por ejemplo, cómo podemos los humanos acelerar la de- 
gradación de los xenobióticos en la naturaleza, los micro- 
biólogos también están interesados en problemas más 
básicos, entre ellos, la naturaleza y regulaciórrde los genes 
que codifican las proteínas que degradan estos compues- 
tos. Los organismos capaces de llevar a cabo las activi- 
dades de Biorremedio (véase, por ejemplo, Figura 19.50) 
tienen evidentemente genes clave para la degradación, y 
los biotecnólogos saben que estos genes podrían ser in- 
troducidos en otros organismos, especialmente en las 
plantas. Los organismos modificados genéticamente (oase Sec- 
ción 31.7), con características nuevas o mejoradas para de- 
gradar diversos compuestos xenobióticos, es de suponer 
que tendrán una gran importancia en el futuro, por dos 
razones. En primer lugar, porque ayudarán a limpiar el 
ambiente. Y, en segundo, porque permitirán el uso conti- 
nuado de xenobióticos, en especial de herbicidas (Tabla 
197), en la agricultura, De hecho, muchos de estos pro- 
ductos ya han demostrado gran efectividad y han permi- 
tido una elevada productividad en los sistemas actuales de 
cultivo intensivo. Por esta razón, el uso continuado de pla- 


TABLA 19.7 
Insecticidas clorados. 
DOT |1.1,1-triclom-224s- danas 
{rcloroteniljetanol' 
Aldrina 3años 
Clordano 5años 
Heptaioro 2años 
Lindano (hexaclorociclohexano) запоя 
Insecticidas organofosforados. 
Diazinón 12 semanas: 
Malatiûn” 1 semanas 
Paratión 1 semanas 
Herbicidas 
24-D (Acido 24 diclorofenoriacéóico) Asemanas 
24,51 (acido 24,5 Arilonofenoniscótico) 20 semanas 
Dalapina A semanas 
К 40 semanas. 
Simazina 48 semanas 
Propazina 15 años 


Enla Figura 1940 se muestra la estructura quimica 


guicidas xenobióticos es una realidad que va a continuar. 
Asî pues, el conocimiento de la genética de la biodegrada- 
ción es un aspecto importante en el campo del biorreme- 
dio у debería ayudar al desarrollo de nuevas tecnologías 
para la descontaminación del ambiente y la productivi- 
dad agrícola 


Plaguicidas 

Algunos de los xenobióticos más ampliamente distribuidos 
son los plaguicidas, que son componentes frecuentes de los r= 
siduos tóxicos, Se han comercializado más de 1000 plaguicidas, 
con la finalidad de controlar químicamente diferentes plagas 
Éstos incluyen principalmente herbicidas, insecticidas у, ст 
das, La estructura de los plaguicidas es muy diversa, encon- 
trando compuestos clorados, anillos aromáticos, moléculas 
con fósforo y nitrógeno, etc. (Figura 19.49). Algunas de estas 
sustancias sirven como fuentes de carbono y donadores de 
electrones para algunos microorganismos del suelo, mientras 
que otras no. Si una sustancia puede ser atacada рог micro- 
organismos tenderá a desaparecer del suelo, Esta degradación 
es deseable porque se evita la acumulación tóxica del com- 
puesto, Sin embargo, incluso compuestos estrechamente rela- 
Gonados pueden diferir mucho en su degradabilidad, como se 
ve por la diferente de persistencia de diversos herbicidas que 
зе muestran en la Tabla 197. 

Los números de la Tabla 197 son sólo aproximaciones, ya 
que diversos factores ambientales, como temperatura, рН, аі- 
reación y contenido de materia orgánica del suelo influyen en 
la descomposición. Algunos insecticidas clorados son tan re- 
calcitrantes que persisten por periodos de más de 10 años. La 
desaparición de un plaguicida de un ecosistema no significa 
necesariamente que haya sido degradado por microorganis- 
mos, ya que su pérdida puede deberse también a volatiliza- 
ción, lixiviado о rotura química espontánea. La biodisponibilidad 
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DOT; dicorocifenitricioroetano 
compuesto organoclorado) 


CHO, $ 
ARNOLD 
CHO"  сңсоосн, 


Malatión; éster дейдо del ácido mercaptosuccinico 
(compuesto organofosforado) 


осн;соон 


24-0; Acido 2,4-diclorofenoxiacótico 
(derivado del cido diclorolenoxiacático) 


estos compuestos se da en la naturaleza, existen varios microorga: 
nismos (o se han desarrollado experimentalmente) que pueden degra- 
darlos (оз datos de persistencia se pueden consultar өп la Tabla 197). 


también un factor que controla el ataque microbiano de los 

¡puestos xenobióticos. Muchos de ellos son bastante hi- 

bicos y, por tanto, no muy solubles en agua. La adsor- 

de esos compuestos xenobióticos a la materia orgánica у 

ala arcilla de suelos y sedimentos impide que los microorga- 

accedan а ellos, La adición de tensioactivos о emul- 

es suele aumentar la biodisponibilidad, y, por ende, la 
ión, del compuesto xenobiótico, 

Los microorganismos con capacidad para metabolizar 

ıicidas y herbicidas son bastante diversos e incluyen 


géneros tanto de bacterias como de hongos. Algunos pla- 
guicidas pueden ser a la vez fuente de carbono y energía, 
y son oxidados completamente a CO,, Sin embargo, otros 
compuestos son mucho más recalcitrantes y sólo son ata- 
cados ligeramente, o no lo son en absoluto, aunque con fre- 
cuencia pueden ser degradados parcial o totalmente si en 
el ambiente hay algún otro tipo de materia orgánica que 
pueda servir de fuente de energía primaria; este fenómeno 
зе conoce como cometabolismo о cooxidación. No obs- 
tante, cuando la degradación de la molécula es sólo parcial, 
el producto microbiano de un plaguicida puede ser, en al 
gunas ocasiones, айп más tóxico que el compuesto origi- 
nal. 


Decloración reductora 

En el Capítulo 17 se ha tratado una forma de respiración 
anaeróbica llamada decloración reductora, en la que com- 
puestos orgánicos clorados se utilizan como aceptor ter- 
minal de electrones en condiciones anóxicas (véase Sección 
17.18). La reducción de clorobenzoato a benzoato por la 
bacteria Desulfomonile es un modelo de laboratorio para el 
estudio de la decloración reductora: 


СНОС +2н—суно, + HCI 


Sin embargo, desde el punto de vista del biorremedio, otros 
compuestos clorados son mucho más importantes que el 
clorobenzoato. Por ejemplo, hay pruebas de decloración 
reductora de los compuestos dicloro-, tricloro- y tetracloro- 
(percloro-) etileno, cloroformo, diclorometano, algunos 
bifeniles policlorados (PCB; Figura 19.49), y varios com- 
puestos con bromo y flúor. Estos compuestos tóxicos, de 
algunos de los cuales (especialmente del tricloroetileno, Fi- 
gura 19.49) se sospecha que son carcinogénicos, se utilizan 
extensamente en la industria como disolventes, agentes 
desengrasantes y aislantes en los transformadores eléctri- 
сов. Suelen introducirse en ambientes anóxicos a través de 
vertidos accidentales, o por goteo, que se escapa lentamente 
Че contenedores de almacenamiento o de transformadores 
eléctricos abandonados, desde donde llegan a las aguas 
subterráneas, lugar que en el caso de Estados Unidos es 
donde con más frecuencia se detectan esos contaminantes. 
Se conocen algunos géneros de microorganismos capaces 
de realizar una decloración reductora (véase Sección 17.18), 
que transforman diversos compuestos clorados en meta- 
bolitos inocuos. Existe un gran interés en el desarrollo de 
métodos que estimulen las actividades іп siju de proca- 
riotas decloradores por reducción, como una estrategía de 
biorremedio de estos productos de tan elevada toxicidad 
еп ambientes anóxicos. 


Decloración aeróbica 

También es posible la decloración aeróbica de compuestos 
clorados (Figura 19.50) pero aquí, por supuesto, participan 
reacciones bioquímicas en las que interviene el Оз. En esas 
condiciones, la degradación de compuestos aromáticos clo- 
rados tiene lugar mediante oxigenasas (véase Sección 17.22). 
Por ejemplo, en la degradación aeróbica del plaguicida 
24,5-T por pseudomonas, después de la decloración una 
enzima dioxigenasa rompe el anillo aromático generando 
compuestos que son metabolizados por las vías metabóli- 
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сав centrales (Figura 19.500). Aunque la degradación aeróbi- 
са de xenobióticos orgánicos clorados tiene una importan- 
cia ecológica indudable, la decloración reductora presenta 
un interés ambiental especial a causa de la rapidez con que 
en la naturaleza los hábitat microbianos contaminados se 
hacen anóxicos y de las dificultades bioquímicas (Figura 
19.50b) que esto conlleva para los organismos aeróbicos que, 
de otra manera, degradarían el compuesto. 


Otro tema de especial importancia desde el punto de vista 
ambiental, además de la biodegradación de residuos tóxi- 
сов, como los plaguicidas y otros hidrocarburos clorados, lo 
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Biodegradación del herbicida 2.4,5-1. (а) Grecimen- 
to de Burkhokderia (antes Pseudomonas) cepacia sobre 2,4,5-Т como 
única fuente de carbono y energía. La сера se enriqueció usando un 
ıquimiostato para mantener baja la concentración de herbicida. El cre- 
cimiento aquí es aeróbico sobre 1,5 g/l de 2,4,5-T. La liberación de 
lora de la molécula indica blodegradación. (5) Ма de la degradación 
Aeróbica de 2,4,5-T. Nótense los pasos en la liberación de Ci”. Los. 
productos finales, succinato y acetato, son catabolízados en el cicio del 
cido citrico (véase Figura 5.22). El mecanismo de acción de una dio- 
xigenasa se trata en el Capitulo 17 (véase Figura 17.56с) 


constituye la eliminación de residuos sólidos, principalmen- 
te plásticos. Por lo general, los vertederos contienen gran- 
des cantidades de papel, alimento, escombros y plásticos. 
La velocidad de degradación de estos materiales suele ser 
muy baja debido a que las condiciones, especialmente la 
falta de humedad y probablemente de oxígeno, no favore- 
cen la actividad microbiana, Y, además, algunos de los pro- 
ductos añadidos a los vertederos son recalcitrantes por sí 
mismos. El plástico es el ejemplo típico. 

La industria del plástico produce actualmente cerca de 
40.000 millones de kilogramos de plástico al año, de los cua- 
les aproximadamente el 40% va a parar a vertederos. Los 
plásticos son polímeros xenobióticos de varios tipos, por 
ejemplo, polietileno, polipropileno y poliestireno (Figura 
19.51). Muchos polímeros sintéticos son muy recalcitran- 
tes, y permanecen sin alterarse durante décadas en los ver- 
tederos y en otros lugares de acumulación de residuos, El 
problema ha sido un incentivo para la búsqueda de alter- 
nativas biodegradables а los polímeros sintéticos, Se ha con- 
seguido alguna mejora en este tema, incluyendo plásticos 
fotodegradables, plásticos que llevan incorporado almidón 
y plásticos de origen microbiano. 

El plástico fotobiodegradable consiste en polímeros cuya 
estructura se altera mediante exposición a los rayos ultra- 
violeta (procedentes del sol), y produce polímeros modifi- 
cados susceptibles al ataque microbiano. En los plásticos 
que incorporan almidón (véase Figura 3.6), éste une frag- 
mentos cortos de un segundo polímero biodegradable. Esta 
estructura acelera la biodegradación porque las bacterias 
del suelo que digieren el almidón atacan este compuesto, li- 
berando fragmentos del polímero que después degradan 
otros microorganismos. 
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Entre los plásticos sintetizados por actividad micro- 
Мапа se encuentran un polímero de reserva de carbono, el 
poli-B-hidroxicalcanoato, PHA (véanse Sección 4.13 y Figura 
1952), que se considera un biopolímero sustituto de los 
plásticos sintéticos. Los PHA poseen muchas de las pro- 
piedades generales de los plásticos sintéticos y pueden ser 
sintetizados por las células de diferentes maneras. Sobre la 
base de la longitud de la cadena lateral de los monómeros 
del polímero (una propiedad que se puede variar modifi- 
cando el medio de crecimiento o por manipulación genéti- 
ca de la bacteria productora), se obtienen PHA que difieren 
punto de fusión, cristalinidad, flexibilidad y fuerza de tor- 
sión, y que son adecuados para diferentes aplicaciones. 
Un copolímero que contiene aproximadamente cantidades 
equivalentes de PHB (poli-b-hidroxibutirato) y PHV (poli- 
báhidroxivalerato) (Figura 19.52a) ha conseguido el ma- 
yor éxito comercial conocido hasta ahora. 


i Meta 


(a) Copolímero РУН/РНВ (b) Una marca de champú 
comercializado en Europa y envasado en una botella de «plástico bac- 

La botella se compone de un copolimero de poli-f-hidroxi- 
irato (PHB) y poli--hidroxivalerato (PHV). Al tratarse де un producto 
neural, la botella se degrada tanto aeróbica como anaeróbicamente. 


Revisión de conceptos 
Muchos compuestos de síntesis química como insecticidas, her- 
bicidas y plásticos (todos ellos conocidos como xenobióticos) 
son completamente extraños en el ambiente, pero a menudo 
pueden ser degradados por uno u otro organismo procariota. 
Se conocen mecanismos tanto aeróbicos como anaeróbicos, 


Y 19.1 


/ {Ооё características quimicas comparten los compuestos 
que aparecen en la Figura 1949? 

+ ¿Quées una decloración reductora y en qué se diferencia de las 
reacciones de la Figura 19.50? 

/ ¿Cuáles son las ventajas de los biopolímeros sobre los poli- 
meros sintéticos? 


INTERACCIONES MICROBIANAS 
CON PLANTAS 


Acabaremos este capítulo con tres ejemplos de interacci 
nes microbianas con plantas. Existen numerosas asociacio- 
nes simbióticas beneficiosas, como los líquenes, micorrizas 
y los nódulos radicales en plantas leguminosas. También 
existen microorganismos destructores que producen en- 
fermedades en plantas, como las agallas del tallo, Aunque 
muchas de estas enfermedades son conocidas y estudiadas 
por los patólogos de plantas, aquí consideraremos sólo ese 
tipo de agallas debido a las especiales características de la 
enfermedad y de su transmisión por microbios. 


El ambiente vegetal 
ШШ 


Las plantas, consideradas como hábitat microbianos, son 
claramente muy diferentes a los animales. La temperatura 
de las plantas varía mucho más que la de los animales ho- 
'meotermos, tanto a lo largo del día como del año, Además, 
el sistema de comunicación interna del vegetal, comparado 
con los complejos sistemas circulatorios de los animales, 
está muy poco desarrollado. Por tanto, la transferencia de 
microorganismos dentro de la planta es relativamente in- 
eficiente. Las partes de las plantas que emergen del suelo, 
especialmente las hojas y los tallos, están sujetas a frecuen- 
tes desecaciones, y, por esta razón, muchas plantas han de- 
sarrollado cubiertas céreas que retienen la humedad e 
impiden la entrada de microorganismos, Por otra parte, las 
raíces se encuentran en un ambiente donde la humedad va- 
ría menos y la concentración de nutrientes es mayor. Por 
esta razón, las raíces de las plantas son la principal zona de 
actividad microbiana en los vegetales. 


Rizosfera y filosfera 

La rizosfera es la región del suelo inmediata a la raíz; es 
una zona donde la actividad microbiana suele ser intensa. 
El rizoplano está constituido por la superficie de la raíz. 
El recuento de bacterias casi siempre es superior en la ri- 
zosfera/rizoplano que en las regiones del suelo donde no 
hay raíces; а veces, puede ser muchas veces superior (Fi- 
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Vida microbiana en la fiostera y la rizosfera. (a) M- 
crografa de fluorescencia del hongo Aureobasidium pullulans sobre el 
loplano (superficie de la hoja) de un manzano. Las células están й. 
баз con FISH (véase Sección 18,4) y tanto los filamentos fúngicos como 
la esporas muestran la tinción verdosa. Un famento fúngico mide unos 
7 um де diámetro. (b) Micrografía confocal láser de barrido {азе Sec- 
ción 4.2) de células bacterianas en la rizosfera/fizopiano de un trébol. 
(€) Micrografa electrónica de barrido de células de Rhizobium legumi- 
позагит biovar trifolii adheridas a un pelo radical del trébol. Las céu- 
las bacterianas en (b) y en (с) miden alrededor de 1 jm de diámetro 


gura 19.53). Esto se debe al hecho de que las raíces excre- 
tan cantidades considerables de azúcares, aminoácidos, 
hormonas y vitaminas, estimulando un crecimiento tan 
intenso de bacterias y hongos que estos organismos a me- 
nudo forman microcolonias en la superficie de las raíces. 
La filosfera es la superficie de la hoja de la planta y cuan- 
do la humedad es elevada, como ocurre en los bosques 
húmedos de las zonas templadas y tropicales, la micro- 
biota de las hojas puede ser muy abundante, compren- 
diendo tanto hongos como bacterias (véase Figura 19.534) 

Muchas de las bacterias que viven sobre las hojas fijan ni 

trógeno (oéanse Secciones 17.28 у 19.22), y es probable que 
este mecanismo ayude a estos organismos a desarrollarse 
соп los nutrientes que les proporcionan las hojas, que son 


predominantemente carbohidratos. 
/__19.19 Revisión de conceptos 
En las plantas, los hábitat microbianos clave son el rizoplano, la 


rizosfera y la filosfer 


4 ¿Por qué las raíces de las plantas son un ambiente más atrac 
tivo para las bacterias que el suelo desprovisto de vegi 


Los líquenes son formaciones folíáceas o incrustantes muy 
frecuentes en la naturaleza, que suelen encontrarse sobre 
rocas, troncos de árboles, tejados de casas y en suelos des- 
nudos (Figura 19.54). Los líquenes son una simbiosis de dos 
organismos, un hongo y una alga o una cianobacteria (an 
teriormente llamadas «algas azules»). Sin embargo, la re 
lación entre estos organismos es muy poco específica, ya 
que un hongo determinado puede formar un liquen en sim- 
biosis con varias especies distintas de algas; y lo mismo 
ocurre en el caso contrario. El alga es un organismo foto- 
trófico, con capacidad de producción de materia orgánica, 
que sirve para alimentar al hongo. El hongo, incapaz de lle- 
var a cabo la fotosíntesis, proporciona al alga un anclaje fir- 
me en el que pueda desarrollarse protegida de la erosión, 
el viento o la lluvia. Además, el hongo facilita la incorpo- 
ración de agua y absorbe de la roca o de los otros sustratos 
donde se encuentra los nutrientes inorgánicos esenciales 
para el crecimiento del alga, Los líquenes suelen localizar- 
se en superficies donde no crecen otros organismos, y su 
éxito en la colonización de dichos ambientes se debe a las 
interrelaciones que se establecen entre el alga y el hongo 
que los integran. 


Estructura y ecología de los líquenes 

Los líquenes están formados por una asociación densa de 
muchas células fúngicas, en las cuales se incrustan las cé- 
lulas del alga (Figura 19.55). La forma del liquen está de- 
terminada principalmente por el hongo, una gran variedad 
de éstos pueden formar líquenes. La diversidad de los tipos 
de alga es mucho menor, у muchos tipos de liquen pueden 
tener la misma alga. En algunos líquenes, el componente 
fototrófico puede ser una cianobacteria, frecuentemente es- 


ребез fijadoras de Ny, en veze un alga. Las algas o cia- 
Pobacterias suelen encontrarse en capas definidas o en 
Agrupaciones en el interior de la estructura del liquen. 

El hongo se beneficia claramente de su asociación con el 
alga, pero cabe preguntarse qué beneficio obtiene el al 
Los ácidos liguénicos son compuestos orgánicos complejos 
'excretados por el hongo que estimulan la disolución y la 
¡quelación de nutrientes. Otra función del hongo es proteger 
el alga de la desecación; la mayoría de los hábitat en que 
viven los líquenes son secos (roca, suelo desnudo, tejados) 
[ise Figura 19.54) y, en general, los hongos toleran mu 
Фо mejor que las algas las condiciones secas 

La mayoría de los líquenes son de crecimiento muy len- 
lo; un ejemplar de dos centímetros sobre la superficie de 
та roca puede tener varios años. Su crecimiento varía des- 
фе шп centímetro, о menos, por año, hasta más de 3 cm/año, 
según los organismos que integren la simbiosis, la cantidad 
delluvia y de sol, recibidos y las condiciones meteorológi- 
саз generales, 


Micorrizas 

Micorriza significa literalmente «hongo de la raíz» y se re- 
fiere a la asociación simbiótica entre las raíces de las plantas 
y los hongos. Es muy probable que la mayoría de las plan- 
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Сара algal 


Conexión al sustrato 1 
Similar a una raiz Е 


tas terrestres posean micorrizas. Hay dos clases generales de 
micorrizas: ectomicorrizas, en lulas fúngicas 
forman una vaina alrededor del exterior de la raíz, con sólo 
una pequeña penetración de las hifas hacia el propio tejido 
radicular; y las endomicorrizas, en las cuales el micelio del 
scuentra incrustado en el tejido de la raíz. 

ntran principalmente 
árboles que forman bosques, especialmente en las coníferas, 
hayas y robles, y están más desarrolladas en los bosques 
boreales y de zonas templadas. En esos bosques, casi todas 


в cuales las o 


hongo se 


Las ectomicorrizas se en 


las raíces de los árboles contienen micorrizas. El sistema ra- 
dicular de un árbol con micorrizas está formado por raíces 
y cortas. Las cortas, que presentan una ramificación 


otómica característica, como en el 


énero Pinus (Figura 
tran la colonización fúngica típica, pero las 
raíces largas también están frecuentemente coloniza 
Las endomicorrizas son todavía más comunes que las ec- 
tomicorrizas. Las micorrizas arbustivas, un tipo de endomi 

aproximadamente el 
80% de todas las especies vegetales terrestres que se han 
examinado, por lo que se considera una simbiosis de ve- 
getal casi universal. 

La mayoría de los hongos de las micorrizas no atacan la 
celulosa ni las hojas degradadas, sino que usan carbohidra- 
tos simples para su crecimiento. Por lo general, presentan 
uno o más requerimientos vitamínicos; obtienen carbono de 
las secreciones de la planta, pero los minerales inorgánicos 
provienen del suelo, Estos hongos raramente se encuentran. 
solos en la naturaleza; se conocen únicamente asociados a las 
raíces, por lo que pueden ser considerados simbiontes es- 
trictos. Producen sustancias para el crecimiento de las plan- 
tas que inducen alteraciones morfológicas en las raíces y 
estimulan la formación de micorrizas. A pesar de la íntima 
relación que existe entre el hongo y la raíz, se encuentra poca 
especificidad; una misma especie de pino puede establecer 
micorrizas con más de 40 especies de hongo. 


corriza, se encuentran en las raíces d 
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Мкотгаз. (a) Tipica miconiza de la raiz del pino 
mortos del hongo Thelaphora terrestris. (o) Pian- 
tula de Pinus contorta, mostrando un extenso desarrollo del mice- 


llo de absorción de su socio fúngico Suillus bovinus. Este crecimiento 


Pinus пуда, con ri 


en torma de abanico a partir de las raices permite la captura de nu- 


El efecto beneficioso que la planta obtiene del hongo 
de la micorriza se observa me 
les los árboles con тісоггі 


г en suelos pobres, en los 
в crecen bien, a diferencia 
ido se plantan árboles en 


de los que no las poseen. Cu: 
praderas, que normalmente 
adecuado, los árboles inoculados artificialmente crecen 
mucho más deprisa que los árboles зїп inocular (Figura 
19,57). Es bien conocido que las plantas que poseen mico- 
rrizas pueden absorber nutrientes de su ambien 
eficiencia que las que no las poseen. Es probable que esta 
mejora en la absorción se deba a la mayor Súperficie que 
proporciona el micelio del hongo; por ejemplo, en las se 
millas de pino de la Figura 19.560, el micelio fúngico de 
ectomicorriza constituye la parte dominante del área de 
absorción de la planta 

Pero además de ayudar a la planta a absorber nutrien 
tes, las micorrizas también parecen desempeñar una fun 
ción importante en el control de la diversidad vegetal. De 
hecho, los experimentos de campo han mostrado una co- 
rrelación positiva entre la abundancia y la diversidad de 
las micorrizas en el suelo y la extensión de la diversidad 
1 que se desarrolla en él. De esta forma, las micorri- 
zas son un buen ejemplo de la simbiosis planta-microorga- 
nismo que benefician a ambos componentes. La planta con 
micorriza mejora su función fisiológica y compite con éxi- 
to en una comunidad de plantas rica en especies, mientras 
que el hongo se beneficia de un aporte constante de nu 
trientes orgánicos. 


arecen del inóculo fúngico 


o 


Fi Plantas de seis meses de un pino de Monterrey 
(Pinus radiata) crecido en un suelo de pradera: izquierda, sin mico’ 
zas; derecha, con micomzas. 
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Los líquenes son asociaciones simbióticas entre un hongo y un 
alga o cianobacteria. Las micorrizas son hongos que se asocian 
Gon las raíces de las plantas y mejoran su capacidad de absorber 
nutrientes. Las micorrizas tienen un efecto altamente benefi- 
ово en la salud de la planta y en su competitividad. 

„/ ¿En qué se diferencian las endomicorrizas de las ectomicorr 

эз? 

4 {Рог qué la asociación de micorrizas со 
dera un tipo de simbiosis? 


plantas se consi- 


[EE] Tumoración por Agrobacterium 


Algunos microorganismos son patógenos de plantas y les 
provocan enfermedades. El género Agrobacterium com- 
prende organismos que causan la formación de crec 
mientos tumorales еп una gran variedad de plantas. Las 
dos especies mejor estudiadas son A. tumefaciens, que cau- 
salas agallas del tallo y A. rhizogenes, que da lugar a raíces 
pilosas. 

Cuando se produce una herida en su superficie, las plan- 
taş suelen formar acumulaciones benignas de tejido, Ia- 
Hadas callosidades, allí donde se ha producido la herida. 
Sinembargo, el crecimiento inducido por A. tumefaciens ( 
fira 19,58) es distinto, ya que el callo crece de manera in- 
controlada. Es más parecido al crecimiento de un tumor en 
los animales y ha sido objeto de muchas investigaciones 
[келдо que puede proporcionar un modelo para conocer 

mecanismos del crecimiento maligno de un tejido en los 


¡causado por bacterias del género Agrobacterium. 


humanos. Es interesante saber que, una vez inducidos, es- 
tos tumores continúan su crecimiento en ausencia de Agro- 
bacterium. De esta forma, una vez que Agrobacterium ha 
inducido la formación de un tumor, su presencia ya no es 
necesaria. 

La Figura 19.59 muestra una visión general de los acon- 
tecimientos que se suceden en la formación de las tumo- 
raciones. Se sabe que un plásmido de gran tamaño llamado 
plásmido Ti (de «tumor induction») (Figura 19.60) debe 
estar presente en las células de Agrobacterium para que 
éstas induzcan la formación del tumor. En Agrobacterium 
rhizogenes, un plásmido similar llamado plásmido Ri es ne- 
сеѕагіо para la inducción de la enfermedad de las raíces 


Sucesión de etapas que tienen lugar tras la infec" 


Fotografia de las tumoraciones de una planta deta- ción de una planta susceptible por Agrobacterium tumefaciens. Sólo la 
porción T-DNA del plásmido Ti se transfiere ala planta. 
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| Figure 1900] Estructura del plásmido Ti de Agrobacterium tume- 
faciens es la región que se transfiere a la planta; vir, genes de 
virulencia; onc, oncogenes (genes tumorígenos): ops, genes de sinte- 
зв de opina. Las flechas indican la dirección de la transcripción de 
cada gen. El plásmido Ti completo tiene alrededor de 200 kb де ОМА. 
y al T-DNA unas 20 kb (удаве Sección 31.7 para más detalles del piás- 
mido T), 


pilosas. El sistema mejor estudiado es la formación de tu- 
moraciones por A, tumefaciens, y nos centraremos en él. 
Después de la infección, una parte del plásmido Ti, que se 
denomina ОМА de transferencia (T-DNA), se integra en el 
genoma de la planta. El T-DNA es portador de los genes 
рага la formación del tumor, y también para la producción 
de diferentes aminoácidos modificados llamados opinas. 
La octopina |N'-(1,3-dicarboxietil)- arginina] y la nopalina 
[N'(1,3-dicarboxipropil)-1-arginina] Son las dos opinas 
más comunes. Estos aminoácidos son producidos por cè 
lulas vegetales transformadas por el T-DNA, y son la fuen- 
te de carbono y nitrógeno para las células de Agrobacterium 
(Figura 19.59). 


Reconocimiento y transferencia de DNA 
Para que se inicie el estado tumoral, las células de Agrobuc- 
terium deben adherirse primero al lugar donde exista una 
herida en la planta. En el reconocimiento de Agrobacterium 
por el tejido vegetal intervienen moléculas receptoras com- 
plementarias que se encuentran en la superficie de las cé- 
lulas vegetales y de la bacteria. Se cree que la molécula 
receptora en la planta es un tipo de pectina (un polisacári- 
do complejo) y que el receptor bacteriano es un tipo de po- 
lisacárido que contiene b-glucanos, que está incrustado en 
el lipopolisacárido de la pared celular bacteriana. 
Estudios realizados con mutantes de Agrobacterium tu- 
mefaciens que no forman tumores muestran claramente que 
la mayoría de las funciones necesarias para la adherencia de 
la bacteria а la planta tienen su orígen en el cromosoma 
bacteriano. Después del ataque la bacteria sintetiza rápi- 
damente microfibrillas de celulosa que actúan de anclaje 
de las cólulas al lugar de la herida; las bacterias quedan 
atrapadas y dan lugar a un voluminoso agregado bacteria- 
no sobre la superficie de la célula vegetal. Esto permite la 
transferencia del plásmido de la bacteria a la planta. 


La Figura 19.60 muestra la estructura del plásmido Ti. 
Obsérvese que, aunque se necesitan bastantes genes para 
que haya infectividad, sólo una pequeña porción de pue 
mido Ti, una región llamada T-DNA (Figuras 19,59 y 19.60), 
es transmitida a la planta, El T-DNA contiene genes que in- 
ducen la tumorigénesis, Los genes vir que se encuentran en 
el plásmido Ti codifican proteinas que son esenciales para 
la transferencia del T-DNA (Figura 19.60). La expresión del 
gen vir es inducida por moléculas señal de la planta sinte- 
tizadas por los tejidos vegetales heridos. Se han identifica- 
do algunos inductores, incluidos los compuestos fenólicos 
acetosiringona, ácido p-hidroxibenzoico y vanilina 

Los vir son la clave para la transferencia del 
T-DNA, El gen virA codifica una proteína quinasa que 
interacciona con moléculas señal y luego fosforila el pro- 
ducto del gen virG (Figura19.61). Este último se activa рог 
la fosforilación y activa a su vez otros genes vir. El pro- 
ducto del gen virD tiene actividad endonucleasa y corta el 
DNA del plásmido Ti en una región adyacente al T-DNA 
(Figuras 19,60 y 19.61). El producto del gen virE es una 
teina de unión del DNA monocatenario, que une la cadena. 
simple de DNA generada por la actividad de una endo 
nucleasa y transporta ese pequeño fragmento de DNA û 
la célula vegetal. El producto del gen virB se localiza en la 
membrana de la bacteria, y determina la transferencia de. 
la cadena simple de DNA de la bacteria a la planta. 

La transferencia de T-DNA se produce mediante un. 
ceso que se parece a la conjugación bacteriana (Figura 1939 
y 1961). El T-DNA queda incorporado al genoma nuclear 
de la planta (no se infectan los genomas de los orgánulos de 
la célula vegetal), donde puede producirse la integraci 
еп cualquier sitio donde haya repeticiones en tándem 
pecíficas, inversas o directas. Los genes tumorigénicos (ge 
nes onc) del plásmido Ti (Figura 19.60) codifican enzimas 
que intervienen en la producción de hormonas vegetales, ¥ 
сото mínimo una enzima clave para la biosíntesis de la 
opina. La expresión de estos genes es lo que origina la for 
mación del tumor. El plásmido Ri, que interviene en la en- 
fermedad de las raices pilosas, también contiene genes оте. 
Еп ese caso, sin embargo, los genes confieren a la planta! 
una respuesta aumentada a la auxina, que lleva a la sobr 
producción de tejido radicular, lo que causa los sintomi 
de la enfermedad. El plásmido Ri también codifica vari 
enzimas de la sintesis de la opina. 


Desde el punto de vista de la microbiología y de la patol 
gía vegetal, tanto en las tumoraciones como en la enfe: 


Чеп un sistema natural de transformación vegetal. De 
forma, con el paso de los años la atención al sistema Ti/1 
moraciones ha pasado de considerarlo una enfermedad 


19.22 в BACTERIAS DE LOS MÓDULOS RADICALES Y SIMBIOSIS CON LEGUMI 


sas т 677 


Mecanismo de transterencia de ONA a la calla de 
por Agrobacterium tumefaciens. a) Los niveles de proteína VEA 
enormemente con la estimulación por moléculas inductoras. 
¡dela planta. УА activa VirG por ostorilación y VG activa la 
де otros genes vir. (6) VID es una endonuciensa. (с) VE 
proteina de unión al DNA monacatenario, (d) УВ actúa como 
¡de conjugación entre Agrobacterium y la cólula de la planta. La 
бе DNA de ta planta produce la cadena complementaria al 
transferido antes de que el ОМА quede integrado en el genoma. 


La experiencia demuestra que las plantas son difíciles 
de transformar. Pero hoy la ingeniería genética permite 
disponer de una panoplia de plásmidos Ti modificados 
(«desarmados») para facilitar la producción de plantas 
transgénicas sin transferir genes de la enfermedad. Ya hay 
historias exitosas en áreas que se veían afectadas por re- 
sistencia a herbicidas e insectos y quedan muchas otras 
por explorar, En la Sección 31.7, se trata en detalle el em- 
pleo del plásmido Ti como vector en biotecnología de 
plantas. 


/__19.21 Revisión de conceptos 


La bacteria tumorigénica Agrobacterium tiene una relación 
especial con las plantas superiores. Un plásmido de la bacte- 
ria (el plásmido Ti) puede transferir parte de sí mismo al ge- 
noma de la planta, dando lugar a la formación de tumores. Al 
plásmido de los tumores se le ha encontrado también una ex- 
tensa aplicación en la ingeniería genética de plantas de inte- 
тёз agricola. 


/ Qué son las opinas y por qué se producen? 

Z ¿En qué difieren los genes vir del T-DNA en el plásmido Ti? 

Y ¿Cómo ha beneficiado el conocimiento de la enfermedad 
que provoca las tumoraciones al estudio de la biología 
molecular de las plantas? 


Bacterias de los nódulos radicales 
simbiosis con osas 


Una de las interacciones más interesantes y destacadas entre 
bacterias y plantas son las que se dan entre las legumino- 
sas y las bacterias Gram negativas fijadoras de nitrógeno. 
Las leguminosas son un grupo amplio, que incluye plantas 
de importancia económica como la soja, el trébol, la alfalfa, 
las judías y los guisantes, y se caracterizan por tener las 
semillas dentro de una vaina. Rhizobium, Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium son bacilos 
móviles Gram negativos, La infección de las raíces de una 
leguminosa con la especie apropiada de alguno de estos 
géneros conduce a la formación de nódulos radicales (Fi- 
gura 19.62), que son capaces de convertir el nitrógeno 
gaseoso en nitrógeno combinado, en el proceso llamado fi- 
jación de nitrógeno (véase Sección 17.28). Azorhizobium, en 
cambio, forma nódulos tanto en las raíces como en los ta- 
llos. La fijación de nitrógeno por la simbiosis leguminosa- 
Rhizobium tiene una gran importancia en agricultura porque 
causa шп aumento significativo del nitrógeno combinado 
еп el suelo. Dado que los suelos desnudos y sin abonar sue- 
len ser deficientes en nitrógeno, las leguminosas nodula- 
das ofrecen una ventaja selectiva en tales condiciones y 
pueden crecer bien en zonas donde по lo harían otras plan- 
tas (Figura 19.63). 


Leghemoglobina y grupos 

de inoculación cruzada 

En condiciones normales, ni las leguminosas ni Rhizobium 
pueden fijar nitrógeno. Sin embargo, la interacción entre 
ambos organismos posibilita la fijación de nitrógeno, En 


678 в Capítulo 19 = HABITAT MICROBIAMOS, CICLOS DE NUTRIENTES E INTERACCIONES СОН PLANTA: 


ШШЕ necuos radicales de la soja. Los nódulos se desa- 
Tollan por infección de Bradyrhizobium japonicum. 


› axénico, Rhizobium puede fijar Na sólo si se culti- 
va en condiciones microaerofilicas estrictamente controla- 
das. Aparentemente, Rhizobium necesita algo de O, para 
generar energía para la fijación del Ny; sin embargo, su 
nitrogenasa (como la de otros organismos fijadores de ni 

trógeno, véase Sección 17.28) es inactivada por el О, En el 
nódulo, las concentraciones exactas de O, están controla- 
das por la leghemoglobina, que es una proteína que se 
une al O). Es una proteína de color rojo que contiene hie- 
rro y que está siempre presente en nódulos sanos fijado- 
res de №, (Figura 19.64), Ni las plantas ni Rhizobium 
pueden sintetizarla de manera independiente, pero se su 


izquierda) y con nódu- 
los (derecha), creciendo en un suelo pobre en nitrógeno, 


Secciones de nódulos radicales de la lagunas 
Corona varia, mostrando el pigmento тойго eghemogotina 


Pone que su formación es inducida por la interacción de 
ambos organismos. La leghemoglobina funciona como 
un «tampón de oxígeno», cuyo ciclo va de la forma oxi- 
dada del hierro (Ее?) a la reducida (Fe”*) para mantener 
la concentración de O, en el interior del nódulo baja, pero 
constante, En el interior del nódulo, la relación entre el 
О; ligado a la leghemoglobina y el O, libre es del orden de 
100001 

Aproximadamente, el 90% de las especies de plantas le- 
guminosas pueden llegar a formar nódulos, aunque existe 
una especificidad marcada entre las especies de legumino- 
sa y las cepas de Rhizobium. Cada cepa de esta bacteria pue- 
de, porlo general, infectar a ciertas especies de leguminosas 
y no a otras. Se denomina grupo de inoculación cruzada a 
todo grupo de cepas de Rhizobium que puede infectar a un 
grupo de especies próximas de leguminosas, La Tabla 19.8 
muestra los principales grupos de inoculación cruzada de 
rizobios. El que una cepa de Rhizobium pueda infectar a una 
determinada leguminosa no siempre determina la apari- 
ción de nódulos fijadores de nitrógeno. Las cepas que son 
inefectivas forman nódulos de menor tamaño, de color ver- 
de blancuzco y sin capacidad de fijar nitrógeno, Por otra 


Guisante Rhizobium Ieguminasarum biovar viciac” 
Judía Rhizobium leguminosarum biovas phaseoli” 
Judía Rhrzobimi trop 


1 Mesorhízobrum loti 


Trébol Rhizobium leguminosarum biovar trol 
Alfalfa Sinorhizobium meliloti 

Soja Bradyrhszotoum papomicum 

Soja Bradyrhizobium elann 

Soja Rhizobium fred 


Azorhizobium caulinodans 
(leguminosa tropical) 


Existen diversas variedades (biovares) de Книл leyumininarum, cada 
una capaz de induat пой асоба en una leguminosa dierente 
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¡AS DE LOS MÓDULOS RADICA! 


parte, las cepas efectivas forman nódulos mayores, rojizos 
(Figura 19.64) y fijadores de nitrógeno. La efectividad está 
determinada por unos genes presentes en la bacteria (véa- 
sela discusión sobre la formación de genes más adelante en 
esta sección). 


Etapas de la formación de nódulos 

Actualmente se conocen bien las etapas de la infección у 
desarrollo de nódulos radicales (véase Figura 19.65). Éstas 
son: 


1, Reconocimiento del socio adecuado, tanto por parte 
de la planta como de la bacteria, y adherencia de la 
bacteria a los pelos radicales. 


2, Excreción de los factores nod por la bacteria, 


3, Invasión del pelo radical y formación, por parte de la 
bacteria, de un tubo de infección. 


4. Desplazamiento hacia la raíz principal a través del 
tubo de infección. 


5. Aparición de células bacterianas deformes, llamadas 
bacteroides, dentro de las células de la planta, y desa- 
rrollo del estado de fijación de nitrógeno, 


6. Proceso continuado de división de las células bacte- 
rianas y vegetales y formación de nódulo radical ma- 
duro. 

ploraremos ahora con más detalle algunas de estas eta- 
de la formación de nódulos. 


Ла e Infección 

таісез de las leguminosas segregan diversos materia- 
orgánicos que estimulan el crecimiento de una micro- 
еп la rizosfera, Ese estímulo no es exclusivo de los 
bios; se da también en otras bacterias de la rizosfera. Si 
¡el suelo hay rizobios, se desarrollan en la rizosfera has- 
¡constituir poblaciones muy densas. El primer paso en la 
f ión de los nódulos es la adherencia de la bacteria а 


encia, la ricadesina. Сара el calcio y puede actuar unién- 

а los complejos de calcio en la superficie de los pelos 

es. Otras sustancias, como las lectinas, que son pro- 

que contienen carbohidratos, también cumplen una 
función en la adherencia planta-bacteria, 

Las células de Rhizobium penetran en el pelo radical 

orsu extremo. Después de la unión, los pelos radicales se 

debido a la acción de unas sustancias que excreta 

¡bacteria denominadas factores nod (véase más adelante). 

ав penetran en el pelo radical e inducen en la 

ta la formación de un tubo de celulosa conocido como 

infectivo, que desciende por el pelo radical. A conti- 

pación, la infección alcanza las células de la raíz adya- 

а los pelos radicales y los factores nod estimulan la 

ón de las células vegetales, dando lugar finalmente a 

formación del nódulo (Figuras 19.66 y 19.67, véase tam- 

Figuras19.62 y 19.64). 


GEI P205 en a formación de un nódulo radical en una 


leguminosa infectada por Rhizobium, La Figura 19.682 muestra una fo- 
tomicrografía de una cadena de infección. Las Figuras 19.62 y 19.64 
muestran fotografías de nódulos radicales. La formación del estado 
bactervide es necesaria para la fijación de nitrógeno, 


680 = Capítulo 19 = HABITAT MICROBIANOS, CICLOS 


NUTRIENTES E INTERACCIONES COM PLANTAS... 


ción y formación de nódulos radi- 
cales. (a) Tubo de infección formado 
por cólulas de Rhizobium legumi- 
nosarum blovar trifoli sobre un pelo 
radical de un trébol blanco (Trifoium 
repens). El tubo de infección con- 
‘sista өп un tubo de celulosa através 
del cual se desplazan las bacterias 
hasta las células de la raiz. (p-d) Nô- 
dukos radicales de айана infectada 
соп células de Sinorhizobium mek- 
lol өп diferentes estadios de desa- 
тойо. La longitud aproximada de las 
¡Células de R. leguminosarum biovar 
ион y Sinorhizobium meliloti es de 
2 ym. Las fotos b-d han sido repro- 
ducıdas con autorización de Nature 
351:670-673 (1991). O Macmillan 
Magazines Ltd. 


Bacteroides 
Las bacterias de Rhizobium se multiplican rápidamente en 
el interior de las células vegetales y se convierten en unas 
formaciones ramificadas, hinchadas y deformes, llamadas 
bacteroides, Éstos quedan rodeados, individualmente о e 
pequeños grupos, por porciones de la membrana de la с 
lula vegetal, formando una estructura llamada simbioso- 
ma. La fijación de nitrógeno no se inicia hasta que se han 
formado los simbiosomas. (Los nódulos efectivos pueden 
detectarse mediante reducción por acetileno, véanse Sección 
17.28 y Figura 17.71.) Cuando la planta muere, el nódulo 
se deteriora y las bacterias pasan al suelo. Las formas bac- 
teroidales no tienen capacidad de división, pero los nódu- 
los contienen siempre algunos bacilos en estado de latencia 
as bacterias proliferan en el suelo, utilizando como nu- 
trientes algunos de los productos del nódulo degradado, y 
las bacterias pueden iniciar la infección en gtras raíces о 
mantenerse en estado libre en el suelo. 


IAEA Sección transversal de un nódulo radical de una be- 
guminosa. La micrografía electrónica de una sección fina muestra una 
única célula del nódulo de un trébol subterráneo llena de bacterias 
Las células de Rhizobium leguminosarum biovar trifoli miden unos 2 ym 
de longitud. 


Formación de nódulos: genes nod, proteínas 
nod y factores nod 

Los genes que dirigen las etapas específicas de la nodula- 
ción de una leguminosa por una cepa de Rhizobium se de- 
nominan genes nod (Figura 19.68). Muchos genes nod de 
diferentes especies de Rhizobium están muy bien conser- 
vados y se transmiten mediante plásmidos de gran tama- 
ño, denominados plásmidos Sym. Además de los genes nod, 
que dirigen el proceso de nodulación, los plásmidos Sym. 
contienen genes de especificidad, que restringen una cepa de 
Rhizobium а una determinada planta hospedadora. Es de- 
«ir, la especificidad del grupo de inoculación cruzada pue- 
de transferirse entre especies de rizobio por una simple 
transferencia del plásmido Sym respectivo. 


sctpción 
эз" 


Figura Organización de una agrupación de genes nod del 
plásmido Sym de Rhizobium leguminosarum biovar viciae, la especie 
que nodula guisantes. El producto de nodD controla la transcripción de 
otros genes nod. Las cajas nod se destacan en rojo y las flechas indi- 
can la dirección de la trasncripción de los genes nod. Véase el texta 
para una información más detallada. 
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Enel plásmido Sym de Rhizobium leguminosarum biovar 
iciae, los genes nod están situados entre dos agrupaciones 
Че genes de fijación de nitrógeno, denominados genes nif 
(vénse Sección 17.28; en esta especie y en algunas otras es- 

jes de Rhizobium, los genes nif están en plásmidos). La 

igura 19.68 muestra la disposición de los genes nad en el 
plásmido Sym de К. leguminosarum. En esta especie se han 
identificado 10 genes nod, Se ha logrado secuenciar toda la 
región nod y se conoce la función de muchas de las proteí- 
nas Nod. Los genes nodABC participan en la producción de 
¡ligosacáridos, llamados factores nod, que inducen el rizado 
delos pelos radicales y desencadenan la división de la cé- 
Jula cortical de la planta, lo que determina la formación del 
nódulo (Figura 19.66). Químicamente, los factores nod con- 
sisten en un esqueleto de N-acetilglucosamina al cual se 
unen varios radicales (Figura 19.69). La especificidad del 
hospedador está determinada por la estructura exacta del 
factor nod producido por una determinada especie de Rhi- 
žobium. Por tanto, además de los genes nodABC, comunes а 
todas las especies y cuyos productos sintetizan el esquele- 
опо, hay unos genes nod propios de cada especie que in- 
roducen variaciones químicas en el esqueleto básico del 
factor nod. 

En Rhizobium leguminosarum biovar viciae, el gen nodD 
codifica una proteína reguladora, NodD, que controla la 
lranscripción de otros genes nod (Figura 19.68). NodF co- 
difica una proteína específica transportadora de grupos 


асо que utiliza NodA para acilar el factor nod (Figura 
19690), МОЧЕ у NodL participan en la determinación del 
Fango de hospedador (grupos de inoculación cruzada). 

Мез una glucosamina sintasa que interviene en la sin- 


tesis del factor nod. Y Nod! y Nod] son proteínas de mem- 
brana que transportan los factores nod al exterior de las 
células bacterianas. 


Factores Nod. (a) Estructura general del factor nod 
por Sinorhizobium meñlo y Rhizobium leguminasarum bio- 
cias y (0) tabla de las diferencias estructurales (A, R) que defi- 
j6i factor nod concreto de cada especie. La unidad hexosa central 
puede repetir hasta tres veces. С16:2, ácido palmitico con dos en- 
dobles; С16:3, ácido palmitico con tres dobles enlaces: C18:1, 
(деко con un doble enlace; C18:4, ácida oleico con cuatro do- 
enlaces; Ac, acetil. 


NodD se une al DNA corriente arriba de los operones 
estructurales del gen nod (regiones que se denominan cajas 
nod) y, tras interaccionar con moléculas inductoras, pliegan 
el DNA en esa región, lo que estimula la transcripción 
(NodD es, por tanto, un tipo de regulador positivo, véase 
Sección 8.6). Se han identificado varias moléculas inducto- 
ras. Las inductoras clave son flavonoides vegetales, molécu- 
las orgánicas complejas que son producidas por plantas y se 
encuentran ampliamente distribuidas (Figura 19.704 y b). 
Los flavonoides tienen muchas funciones en las plantas, 
сото la regulación del crecimiento, la atracción de los ani- 
males polinizadores y el control de plagas. Sin embargo, las 
leguminosas se salen de lo usual porque, a diferencia de 
otras plantas, sus raíces segregan grandes cantidades de fla- 
vonoides, presumiblemente para desencadenar la expresión 
del gen nod en los rizobios que se encuentran en el suelo cer- 
са de la planta. Es interesante notar que algunos lavonoides 
cuya estructura es muy parecida a la de los inductores nodD 
(Figura 19.70) en vez de acelerar, inhiben la inducción de 
los genes пой en determinadas especies de rizobios, Esto su- 
giere que una parte de la especificidad observada entre la 
planta y la bacteria en la simbiosis Rhizobium-leguminosa 
podría depender de la naturaleza química de los flavonoi- 
des excretados por una determinada planta, 


он о 
5,7,3. 4'-Tetrahidroxifiavonona 


® 
но, 


о о 
5,7, 4Tehidroxisotavona 
е 


METE осо зе motécuas fiavonoides que inducen a, 
Буе inhiben (c) ia expresión del gen nod en Rhizobium Jeguminasarum 
biovar иге. Nótese la semejanza estructural de las tres moléculas. 
El nombre común de la estructura que se muestra en (a) ез luteoiina y 
¡es un derivado flavónico. La estructura (b) зе lama eridicto! y es qui- 
micamente una flavanona. La estructura en (c) se llama genisteína y es 
un derivado isofiavónico. 
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Bioquímica de la fijación de nitrógeno 

en los nódulos 

Сото se ha tratado en la Sección 17.28, en la fijación del 
nitrógeno interviene la enzima nitrogenasa, una proteína 
de gran tamaño con dos componentes y que contiene hie- 
rro y molibdeno. La nitrogenasa de los nódulos radicales 
posee características similares a la enzima de las bacterias 
fijadoras de nitrógeno de vida libre, como la sensibilidad 
al O, y la capacidad de reducir acetileno y N; (véase Figu- 
ra 17.71). La nitrogenasa está localizada en el interior de 
los bacteroides y no es liberada al citosol de la célula ve- 
getal. 

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para 
obtener la energía necesaria para la fijación del nitrógeno. 
Los principales compuestos orgánicos tra 
terior de los bacteroides a través de la membrana del 
biosoma son los intermediarios del ciclo del ácido cítrico, 
en particular los ácidos de cuatro carbonos succinato, ma- 
lato y fumarato (Figura 19.71). Estos ácidos son utilizados 


| оша 19.71 Diagrama esquemático de las principales reaccio- 
пез metabólicas y de intercambio de nutrientes que tienen lugar en los. 
bacteroides. El simbiosoma es una colección de bacteroides rodea- 
Чов por una membrana originada a partir de la planta. 


сото donadores de electrones para la producción de ATP 
y, después de su conversión en piruvato, como última 
fuente de electrones para la reducción del N; (véase Figu- 
ra 17.70), 

El primer producto estable que se obtiene en la fijación 
del № es el amoníaco, y varios tipos de pruebas indican que 
la asimilación del amoníaco para formar compuestos de ni- 
trógeno orgánico en los nódulos radicales la lleva a cabo 
principalmente la planta. Aunque los bacteroides puedan 
asimilar algo de amoníaco y formar compuestos orgánicos, 
poseen unos niveles muy bajos de enzimas asimiladoras de 
amoníaco. En cambio, la enzima glutamina sintetasa, que asi- 
mila amoníaco (véase Figura 5.15b), está presente en eleva- 
das concentraciones en el citoplasma de la célula vegetal 
Por tanto, el amoníaco transportado desde el bacteroide а 
la célula vegetal puede ser asimilado por la planta en for- 
ma del aminoácido glutamina. Además de glutamina, otros 
compuestos nitrogenados, especialmente otras amidas ami- 
noácidos, como la asparragina y la 4-metilglutamina, y los 
ureidos alantoína y ácido alantoico, son sintetizados por la 
planta y transportados luego a los tejidos vegetales (fase Fi- 
gura 1971) 


Rizobios formadores de nódulos en el tallo 

y otras asociaciones соп rizoblos 

Aunque en la mayoría de las leguminosas los nódulos fi- 
jadores de nitrógeno se forman en las raíces, algunas es- 
pecies los poseen en los tallos. Son plantas que abundan 
еп regiones tropicales, con suelos a menudo pobres en ni- 
trógeno debido al lixiviado y a la intensa actividad bio- 
lógica. El principal sistema formador de nódulos en el 
tallo con que se ha experimentado es el constituido por la 
leguminosa Sesbania y la bacteria Azorhizobium caulino- 
dans (Figura 19.72), Los nódulos del tallo normalmente 
se forman enla porción que queda sumergida o justo роб 
encima del nivel del agua (Figura 19.72). Los estudios Île- 
vados a cabo indican que la secuencia general de etapas 


EIEL чоо» dei tao causados por Azorhizoblum, La! 
tografia muestra el tallo de la leguminosa tropical Sesbania rostrata. 
En la parte izquierda del tallo aparecen lugares sin inocula, mientras que 
idénticos lugares del lado derecho están inoculados por los rizobios 
formadores de nódulos. 
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en la formación de este tipo de nódulos es muy parecida 
ala de los nódulos radicales. Aparece un tubo infectivo y 
la formación del bacteroide precede al estado de fijación 
del N; 

Un hallazgo curioso es que algunos rizobios formado- 
res de nódulos en el tallo producen bacterioclorofila a y 
pueden, por tanto, llevar a cabo la fotosíntesis anoxigénica 
(обаве Sección 17.4). Los rizobios que contienen bacterioclo- 
той ados en el género Photorhizobium, son frecuen- 
la naturaleza, especialmente asociados a leguminosas 
tropicales, en las cuales la luz aportaría al menos una par- 
te de la energía necesaria para el proceso de fijación de N, 
por la bacteria. 

Se ha encontrado un tercer hábitat, además del suelo y 
delos nódulos radicales de tréboles, para especies de rizo- 
bios Rhizobium leguminosarum biovar trifolii. En los campos 
donde hay una alternancia anual en el cultivo de 
de tróboles tiene lugar una asociación específica 
таісь del arroz y R. leguminosarum biovar trifolii (Figura 
1973). En esta asociación, las células de rizobio llevan una 
existencia intercelular dentro de las raíces del arroz y no 
producen nódulos. Sin embargo, en las plantas de arroz 
donde se ha dado esa asociación bacteriana el crecimiento 
es más rápido y la producción mayor que en las que no ha 
tenido lugar. Es interesante notar que no hay fijación de 
Arógeno. Ёп su lugar parece que el beneficio para la planta 
consiste en una mejora en la incorporación de nutrientes, la 
relación con el agua y factores relacionados. 


Importancia agrícola de la simbiosis entre 
Rhizobium y plantas leguminosas 

La asociación Rhvizobium-leguminosas constituye una au 
léntica simbiosis, ya que claramente hay una participación 
de cada miembro. La fijación de nitrógeno beneficia a la 
planta que crece en suelos pobres en ese elemento, mien 


tras que para los rizobios el nódulo es un ambiente que 
protege y nutre. Ningún otro ejemplo en microbiología 
muestra una relación beneficiosa bacteria / planta tan bien 
desarrollada ni tan bien entendida como la simbiosis le- 
guminosa/nódulo radical. Y las ventajas para la agricul- 
tura son enormes, si se piensa en los más de 120 millones 
de toneladas de nitrógeno atmosférico que anualmente son 
fijadas a amoníaco biológicamente. Las plantas que apare- 
cen en la Tabla 19.8 incluyen la soja y la alfalfa, que son 
esenciales en la industria del procesado de la soja y en la 
alimentación animal (heno de alfalfa), respectivamente 

También se incluyen judías y guisantes que son especies 
vegetales muy importantes en la nutrición humana. Mu- 
chas industrias agrícolas dependen de la cosecha de legu 

minosas, cuya capacidad de crecer sin abonos nitrogenados 
hace que anualmente puedan ahorrarse millones de dóla 

res en abonos. 


Simbiosis fijadoras de nitrógeno en plantas 
по leguminosas 
Existen otras simbiosis fijadoras de nitrógeno en las cuales 
intervienen plantas no leguminosas y microorganismos 
distintos a los rizobios. Hay cianobacterias fijadoras de ni 
trógeno que establecen simbiosis con diferentes plantas. El 
helecho acuático Azolla contiene dentro de pequeños poros 
Че sus frondes la cianobacteria con heterocistos Anabaena 
ollae (Figura 19.74), Azolla se ha usado durante siglos para 
ariquecer los arrozales. Antes de plantar el arroz, los agri 
ultores dejan que Azolla crezca en los arrozales hasta for- 
mar una abundante capa vegetal. A medida que el arroz 
ubriendo la mezcla Azolla-Anabaena, Las plantas 
de Azolla mueren y el nitrógeno es liberado y asimilado 


® 


[Faura 19.73 орот gurirocaru Бон FI y raices de 
эт. Fotomicragrafía de furrescencia de células de rizobio (echas) 
iu contienen proteinas de color verde fluorescente (базе Sección 
IBS) adheridas y distribuidas por ls raices de а planta de arroz Aun 
¡qu ro penetran en las céuias de la planta y әл nrógeno como en 
[simbiosis de los nócilos radicales, las platas de ало? asociadas a 
В lguminosanam biovar лой son más fuertes y crecen más rápida. 
reta que las que no muestran esta asociación. 


simbiosis de Azolla-Anabaena. (a) Asociación in- 
tacta que muestra una sola planta de Azolla pinnata. El diámetro de la 
planta es de aproximadamente 1 cm. (2) La cianobacteria simbionte 
Anabaena azollae, tal como se observa en las hojas trituradas de 
A pinnata. Las células individuales de Anabaena azallas tienen apro- 
ximadamente de 5 um de ancho. Se pueden observar heterocistos 
¡ovalados (де color más claro) donde tiene lugar la fijación de nitróge- 
no en la cianobactería (véanse Sección 12.26 y Figura 12.80). 
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MOS, CICLOS DE MUTRIENTES E INTERACCIONES CON PLANTAS. 


'Nódulos y células de Frankia. (a) Nódulos radicales 
del aliso común Alnus glutinosa (b) Cultivo de Frankia purificado pro- 
cedonte de nódulos de Comptonía peregrina. Se aprecian las vesicu- 
las (estructuras esféricas) en las puntas de los filamentos de las hitas. 


posteriormente por las plantas de arroz. La repetición de 
este proceso en cada cosecha permite obtener una alta pro- 
ducción de arroz sin necesidad de usar abonos nitrogena- 
dos. 

El aliso (género Alnus) tiene nódulos radicales fijadores 
de nitrógeno (véase Figura 19.75), Dichos nódulos albergan 
un estreptomiceto fijador de nitrógeno denominado Fran- 
kia. Aunque en extractos celulares la nitrogenasa de Frankia 
ез sensible al oxígeno molecular, como las células intactas 
de Azotobacter (véase Sección 12.9), las células intactas de 
Frankia fijan Na en presencia de tensiones de oxígeno ele- 
vadas. Esto se debe a que Frankia protege su nitrogenasa si- 
tuándola en un extremo hinchado de las células, que se 
conoce como vesícula (vénse Figura 19.75b). Las vesículas tie- 
пеп unas paredes gruesas que retardan la difusión del O, y 


que mantienen la tensión de O, en su interior a niveles com- 
patibles con la actividad de la nitrogenasa. En ese aspecto, 
las vesículas de Frankia se parecen a los heterocistos pro- 
ducidos por algunas cianobacterias filamentos 

son sitios localizados de fijación de N, (véase 
Sección 1225 y Figura 12.80) 

El aliso es un pionero característico en la colonizació 
de suelos desnudos y pobres en nutrientes, probablemente 
debido a su capacidad de establecer relaciones simbióticas 
соп Frankia para fijar nitrógeno. Frankia también forma nó- 
dulos en algunas plantas leñosas de menor tamaño. A dife- 
rencia de lo que ocurre en la relación Rhizobium-leguminosa, 
en Frankia una sola cepa puede formar nódulos en varias 
especies distintas de plantas, lo cual indica una simbiosis 
menos especifica. 

Azospirillum lipoferum es una bacteria fijadora de N, que 
vive en una asociación casual con raices de hierbas tropi- 
cales. Se encuentra en la rizosfera, donde se alimenta de 
productos excretados por las raíces. Puede crecer también 
alrededor de raíces de plantas cultivadas, como el maíz (Zen 
mays). La inoculación del maíz con A, lipoferum puede ori- 
ginar un ligero aumento (aproximadamente el 10%) del ren- 
dimiento de esta planta. En la caña de azúcar, el organismo 
Acetobacter diazotrophicus crece en el tejido vascular de la 
planta y fija cantidades sustanciales de №. Esta planta ne 
сезйа para su crecimiento una elevada concentración de sa- 
сагова, lo que hace pensar que la asociación planta-bacteria 
еп este caso está más desarrollada que la de Azospirillum. Es 
probable que entre bacterias y plantas se den muchas aso- 
ciaciones ocasionales o bien establecidas, aunque única- 
mente se han hallado pruebas directas de una relación 
simbiótica en el caso de Rhizobium y Frankia, 


Z 19.22 Revisión de conceptos 


Una de las simbiosis planta-microbio más extendidas e impor- 
tantes es la existente entre leguminosas y algunas bacterias fi 
jadoras de nitrógeno. Las bacterias inducen la formación de 
nódulos radicales, en cuyo interior se produce la fijación de ni- 
trógeno. La planta proporciona la fuente de energía orgánica 
que necesitan las bacterias de los nódulos y las bacterias el ni- 
trógeno fijado para el crecimiento de la planta, Las bacterias de 
los nódulos desempeñan una importante función en la agricul- 
tura porque numerosas plantas de consumo son legumbres (al- 
falfa, trébol, soja, guisantes y muchas más). 


¿Cuáles son los efectos de los factores nod sobre la planta? 
¿Qué es la leghemoglobina у cuál es su función? 
¿Qué es un hacterioide y qué ocurre en su interior? 


¿Cuáles son las principales semejanzas y diferencias entre 
Rhizobium y Frankia? 


<<< 
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Preguntas de repaso 


1. ¿Por qué de una misma muestra de suelo se pueden 
aislar tanto bacterias anaerobias como serobias estrictas? 

2. Elabórese una lista con los recursos esenciales que ne- 
сезйап los microorganismos para prosperar en sus há- 
bitat. Y también de las condiciones esenciales. 

3. La superficie de una roca en una corriente de agua sue- 
Je contener un biofilme. ¿Qué ventaja(s) tiene para una 
bacteria desarrollarse sobre el biofilme en compara- 
«ción con su crecimiento en la corriente? 

4. ¿De qué forma los biofilmes pueden complicar el tra- 
tamiento de las enfermedades infecciosas? 

5. ¿De qué forma un aporte de materia orgánica, рог 
ejemplo de aguas residuales, afecta al contenido de O, 
єп un río о corriente de agua? 

6 Suponiendo que la proteorrodopsina sea un análogo 
funcional de la bacteriorrodopsina, descríbase cómo 
esta molécula puede beneficiar а una célula que vive 
еп un medio muy pobre en materia orgánica, como 
por ejemplo el mar abierto. (Es conveniente consultar 
Jas Secciones 122 y 17.1 antes de contestar) 

7, ¿Cuál es la diferencia entre bacterias barotolerantes 
У barofilicas? ¿Y entre estos dos grupos y los barófilos 
Extremos? ¿Qué propiedades tienen en común las bac- 
terias barotolerantes, barofílicas y barofílicas extre- 
mas? 

в, ¿Qué indicios procedentes de las fuentes hidroterma- 
les apoyan la idea de que los procariotas crecen a tem- 
peraturas extremadamente altas? A partir de los datos 
de la Tabla 6.1, digase por qué el gusano marino Alvi- 
ella беле interés para los microbiólogos. 

9. ¿Cómo pueden organismos como Syntrophobacter y 
Syntrophiomonas crecer su metabolismo se basa 

en reacciones desfavorables termodinámicamente? 

¿Cómo se cultivan estos organismos en el laboratorio? 

10. ¿Por qué es la reducción de sulfato la forma principal 
Че respiración anaeróbica en ambientes marinos, mien- 

tras que la metanogénesis domina en aguas dulces? 
¿Se produce algún tipo de metanogénesis en ambien- 
tes marinos? Si ез así, ¿cómo se produce? 

її, ¿Quées el rumen y cómo opera el proceso digestivo en 

Jos rumiantes? ¿Cuáles son los mayores beneficios e 
inconvenientes del sistema de los rumiantes? Comps- 
rese con la digestión en el intestino ciego de ciertos 
animales. 

12. ¿Por qué pueden ser la urea o el amoníaco fuentes de 

hitrógeno para los rumiantes y no para los humanos? 


з. Compárense los procesos de nitrificación y desnitrifica- 
ción en relación con los organismos que intervienen, 
Jas condiciones ambientales que favorecen cada pro- 
о y los cambios en la disponibilidad de nutrientes. 

М. ¿Qué organismos intervienen en el reciclado anóxico 
de los compuestos de azufre? Si los quimiolitotrofos 
del azufre no se hubieran desarrollado nunca, ¿sería 


un problema el reciclado de los compuestos de azu- 
fre? ¿Qué compuestos orgánicos de azufre son intere- 
santes en la naturaleza? 

15. ¿Por qué la mayoría de los oxidadores de hierro son ae- 
robios estrictos y por qué son acidófilos? 

16, ¿Cómo pueden las reacciones químicas espontáneas 
acidificar una pila de carbón y cómo se continúa des- 
pués la producción de ácido gracias a las reacciones 
químicas y a la acción de Thiobacillus ferrooxidans? 

17. ¿En qué forma es útil Thiobacillus ferrooxidans en la ex- 
tracción del mineral de cobre? ¿Qué paso crucial en su 
oxidación indirecta realiza Т. ferroaridans? ¿Cómo se 
recupera el cobre de las disoluciones producidas por la 
lixiviación? 

18. ¿Cómo se detoxifica el mercurio por el sistema del ope- 
rón mer? 

19. ¿Qué condiciones físicas y químicas son necesarias 
рага la biodegradación rápida del petróleo en am- 
bientes acuáticos? Diséñese un experimento que indi- 
que qué condiciones son las mejores рага el proceso 
de oxidación del petróleo. 

20. ¿Quéson los compuestos xenobióticos y cuáles serían las 
dificultades de los microorganismos para catabolizar- 
los? 

21. ¿Cómo contribuyen las decloraciones reductivas a re 
Solver los problemas de contaminación? 


22. Describase las propiedades químicas del «plástico mi- 
crobiano», 


23. Compárese la producción del tumor de una planta por 
Agrobacterium tumefaciens у la de un nódulo radical por 
especies de Rhizobium. ¿Cuáles son las semejanzas y 
diferencias de estas estructuras? ¿Qué importancia tie- 
пеп los plásmidos en su desarrollo? 

24. ¿Qué información genética tiene el plásmido ТЇ? ¿Qué 
gentes) podría(n) eliminarse de Ti sin afectar a la ca- 
pacidad de originar tumores? 

25. ¿Qué ventajas ecológicas poseen las plantas legumi- 
nosas sobre las no leguminosas? 

26, ¿Qué sustancias de origen vegetal presentes en los nó- 
dujas radicales de las leguminosas son necesarias para 
que el simbionte rizobiano fije nitrógeno? 

27. Describanse los pasos en el desarrollo de los nódulos 
radicales de una leguminosa. ¿Cuál es la naturaleza 
del reconocimiento entre la planta y la bacteria? Com- 
Párese con el reconocimiento en el sistema Agrobucte- 
rium-planta. 

28. ¿De qué forma el nitrógeno fijado por Rhizobium se in- 
corpora a las proteínas de la planta? 

29. Describanse los operones nod de una especie típica de 
Rhizobium, como К. leguminosarum. Expliquese la re- 
gulación de los genes nad. ¿Qué son los factores Nod 
y qué hacen? 
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Ejercicios prácticos 


1. Compárese un ecosistema lacustre con una fuente hi- 
drotermal submarina. ¿Cómo llega la energía a cada 
ecosistema? ¿Cuál es la base de la producción prima- 
ria en cada uno de ellos? ¿Qué tipos nutricionales de 
organismos existen en cada ecosistema y cómo se ali- 
mentan? 

2. Supongamos una planta depuradora que libera aguas 
residuales con altos niveles de amoníaco y fosfato, pero 
muy poco carbono orgánico. ¿Qué tipo de organismos 
proliferarían en estas condiciones? ¿Cómo variaría el 
contenido de oxígeno en el punto de vertido y aguas 
abajo respecto al mostrado en la Figura 19.104? 

3. Tomemos los datos de la Figura 19.13. Considerando 
que en el mar abierto las aguas son muy Óxicas, ¿qué 
se puede predecir de los posibles estilos de vida me- 
tabólicos de Archaea y Bacteria? ¿Por qué un grupo pue- 
Че tener proteorrodopsina pero el otro no? 

4. Los gusanos tubícolas de las fuentes hidrotermales han 
sido denominados también «animales autotróficos». 
¿Qué simbiosis tiene lugar en estos animales y por qué 
la denominación mencionada tiene algo de verdad, 
aunque técnicamente sea incorrecta? 


5. Se añade celulosa marcada con ™C a un vial que con- 
tiene una pequeña cantidad de lodo residual y se se- 
Па en condiciones anóxicas. Pocas horas después 
aparece "CH, en el vial. Discútase el proceso que ha 
llevado a este resultado. 

6. Supóngase que se ha descubierto un nuevo animal 
cuya dieta es únicamente a base de hierba. Usted cree 
que es un rumiante y dispone de un espécimen sobre 
el que realizar un examen anatómico. Si el animal es un 
rumiante, descríbase la posición y los componentes 
básicos del aparato digestivo y los microorganismos 
y sustancias clave que esperaría encontrar. 

7. El drenaje ácido de las minas es un proceso en parte 
quimico y en parte biológico. Coméntese la química y 

microbiología de esos procesos, destacando las reac- 
ciones clave que son biológicas. 

В. Compárense los procesos en los que las bacterias in- 
teraccionan con las plantas en enfermedades como la 
араа del tallo y en los nódulos radicales. ¿Qué para- 
lelismos y diferencias hay en ambos procesos? En este 
último caso, destáquese qué es lo que realmente entra 
en la planta. 
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Agente antimicrobiano un compuesto qui 
mico que mata о inhibe el crecimiento de 
los microorganismos. 

Agente bactericida un agente que mata las 
bacterias 

Agente bacteriostático agente que inhibe 
el crecimiento bacteriano 

Agente fungicida un agente que mata hon- 
gos 

Agente fungístático un agente que inhibe 
el crecimiento de los hongos 

Agente quimioterapéutica un agente a 
microbiano que puede usarse por via i- 
tema 

Agente virucida un agente que detiene la 
replicación vírica yla actividad 

Agente vinustático un agente que inhibe la 
replicación vírica 

Aminogllcósidos un grupo de antibióticos. 
entre los que se incluye la estreptomicina, 
que contiene aminoazucares unidos por 
uniones gliconidicas 

Análogo de un factor del crecimiento 
un agente químico que es análogo de un 
factor de crecimiento y bloques su incor- 
poración 

Antiblótico sustancia química producida 
Por un microorganismo que mata o inhibe 
el crecimiento de otro microorganismo 


Antibiótico de amplio espectro un ant 
biótico que actúa tanto sobre microorga- 
nismos Gram positivos como sobre Gram 
negativos del domo Bacteria 

Antibióticos P-lactámicos un grupo de 
antibióticos, entre los que se incluye la pe 
nicilina, que contiene el anillo factámico 
heterocílico de cuatro tomos 

Antiséptico szenie antimicrobianos que 
son suficientemente poco tóxicos como 
para ser aplicados a los tejidos vivos 

Autoclave un esterilizador que destruye los 
microrganismo con temperatura y vapor 
де agua bajo presión 

Ош concentración mínima inhibitoria; la 
concentración mínima de una sustancia 
necesaria para Impedir el crecimiento mr 
сіло 

Descontaminación testamento que hace 
que un objeto o superficie inanimada sea 
manipulable sin nesgo 

Desinfección el proso de cluminación de 
practicamente todos los patógenos, pero 
no todos los microorganismos, de objetos 
inanimados o de superficies 

Esterilización la muerte eliminación de 
todos los organismos vivos y sus virus de 
un medio de crecimiento 

Inhibición la reducción del crecimiento mi- 
crobiano debido а un descenso en el nò- 


mero de microorganismos presentes o al- 
teraciones en el ambiente microbiano 

INNTA inhibidor no nucleosidico dela trans- 
criptasa reversa 

Imterterones proteina antiviricas especifi- 
аз del hospedador, que impiden la infec- 
оп de las células vecinas 

INTR inhibidor nucleosidico de la transcrip- 
tasa reversa 

ар inhibidor de la proteasa 

Lisia pérdida de la integridad celular con le 
berarión del contenido citoplasmático 

Pasteurización destrucción de todos los 
microorganismos productores de enfer- 
medades o reducción en el número de mi- 
cvorganismos alterantes 

Penicilina semisimtética uns penicilina 
natural que ha sido alterada química: 
mente 

Quinolonas compuestos antibactenanos sin 
éticos que interaccionan con la DNA gira- 
за € impiden el superenrollamiento del 
DNA bacteriano 

Resistencia a un compuesto antimicro- 
biano la capacidad adquirida de un mi- 
«roorgonismo para crece en presencia de 
un compuesto antimicrobiana, al que ha- 
bitualmente el microorganismo es sen 
мыс 

Totracielina un antibiótico caracterizado por 
un anillo naltaceno de cuatro átomos 


E n este capítulo comenzaremos considerando a los 
microorganismos desde otra perspectiva. Nos ocu- 
remos de las relaciones de los microorganismos соп el 
[orina Ваң señalando los agentes y los métodos 
empleados para el control del crecimiento microbiano. 

En general, el control puede efectuarse limitando el cre- 
cimiento de los microorganismos, proceso llamado inhibi- 
ción; o destruyendo los organismos por esterilización, 
muerte o eliminación de todos los organismos viables de un 
medio de cultivo. Los agentes que destruyen o matan las 
bacterias son bactericidas. En la práctica, a menudo la este- 
glad no se puede alcanza pero en muchos casos podemos 
inhibir el crecimiento rápido de los mi 
diante métodos de descontaminación y desinfección. os 
agentes que inhiben el crecimiento bacteriano se dice que 
son bacteriostáticos. 

Las medidas de control de los microor son la 
descontaminación, la desinfección y la esterilización. 
Continuamente aplicamos los métodos de descontamina- 
ción que inhiben el crecimiento microbiano; por ejemplo, el 
hecho de secar una mesa limpia después de una comida 


remueve potenciales nutrientes para los microorganismos 
y los microbios contaminantes, evitando así el crecimiento 
microbiano. Medidas antimicrobianas más directas son la 
desinfección con agentes químicos o físicos especiales, con 
el fin de inhibir el crecimiento microbiano o de destruir los 
microorganismos; рог ejemplo, rutinariamente utilizamos 
дейем guta ono el кА para limpiar y des- 
infectar las heridas. Finalmente, cuando es necesario, uti- 
lizamos métodos de esterilización controlados para destruir 
todos los microorganismos. La esterilización, aunque es 
difícil de llevar a cabo, impide completamente la contami- 
nación y el crecimiento de los microorganismos. Tales me- 
didas son necesarias, por ejemplo, cuando se preparan 
medios de cultivo: o instrumentos quirúrgi- 
соз. La finalidad de todos estos procedimientos es reducir 
la carga microbiana, o número de microorganismos viables 
presentes. 

Sin embargo, el control in vivo de los microorganismos 
es algo diferente: los agentes bactericidas o bacteriostáticos 
útiles en la clínica deben reducir о is el crecimiento 
microbiano sin causar daño a la célula del hospedador. Esto 
se consigue con una gran variedad de agentes quimiotera- 
péuticos naturales y sintéticos. 
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En este capítulo examinaremos en primer lugar los mé- 
todos para el control microbiano que se usan in vitro, A con- 
tinuación estudiaremos los medicamentos antimicrobianos 
que se usan їл vivo en el hombre. 


1 CONTROL FÍSICO 
ANTIMICROBIANO 


Los métodos físicos se usan a menudo para lograr la descon- 
taminación microbiana, la desinfección y la esterilización. 
El calor, la radiación y la filtración son métodos estándar 
que se emplean para destruir o eliminar microorganismos 
по deseables. Aquí hablaremos de los mecanismos de ac- 
ción de dichos métodos y propondremos algunos ejemplos 
prácticos que utilizan estos métodos para impedir el creci- 
miento microbiano, o descontaminar áreas o materiales con- 
taminados con microorganismos. 


| 20.1 | Esterilización por calor 


Quizá el método más generalizado para el control del cre- 
cimiento microbiano sea la aplicación de calor. 


Cinética de la esterilización por calor 

Para todos los microorganismos existe una temperatura 
máxima de crecimiento por encima de la cual mueren. A 
temperaturas muy altas, casi todas las moléculas pierden su 
estructura y su función, por el proceso denominado desna- 
luralización. Como se muestra en la Figura 20.1, la muerte 
por desnaturalización es una función exponencial (de pri- 
mer orden) y ocurre más rápidamente cuanto mayor es la 
temperatura. La relación de primer orden que se muestra en 
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Electo de la temperatura en la viabilidad de una i 
да mesóñia. El tiempo de reducción decimal, D. se obtuvo para el 
mismo microorganismo meséfiio a tres temperaturas diferentes. D es. 
чЧбөтро al que únicamente el 10% de la población original de micro- 


“organismos permanece viable a dicha temperatura. Para 70°C, 
D = 3 min; para 60°С, D = 12 min; para 50°C, D = 42 min. 


la Figura 20.1 significa que a cualquier tiempo la tasa de 
muerte es proporcional a la concentración de microorga- 
nismos a ese tiempo; el tiempo para que una fracción de- 
terminada de las células (por ejemplo, el 90%) muera es 
independiente de la concentración inicial, Esto tiene im- 
portantes consecuencias prácticas. Si deseamos esterilizar 
una población microbiana, se tardará más a bajas tempera- 
turas que a temperaturas elevadas. Por tanto, es necesario 
ajustar el tiempo y la temperatura para conseguir la esteri- 
lización para cada serie específica de condiciones, El tipo de 
calor también es importante: el calor húmedo tiene mayor 
poder de penetración que el calor seco y produce una re- 
ducción más rápida del número de organismos vivos a una 
temperatura determinada. 

El tiempo que se requiere para reducir 10 veces la den- 
sidad de población a una determinada temperatura, llama- 
do tiempo de reducción decimal o D, es el parámetro más útil 
que caracteriza la esterilización por calor, En el margen ha- 
bitual de temperaturas usado en la preparación de alimen- 
tos (рог ejemplo, al cocinar o en el enlatado), la relación 
entre D y temperatura es prácticamente exponencial, Así, 
cuando el logaritmo de D se representa frente a la tempe- 
ratura, se obtiene una línea recta (Figura 20.2). La pendien- 
te de la recta proporciona una medida de la sensibilidad del 
organismo al calor en las condiciones empleadas, y la gró- 
fica puede usarse para calcular los tiempos del proceso para 
conseguir la esterilización, como en los tratamientos de pro 
ductos enlatados (véase Sección 29.2). 

La determinación de los tiempos de reducción decimal 
ез un proceso relativamente largo y requiere un número 
considerable de medidas y el contaje de organismos viables 
(véase Sección 6.5). Una manera más fácil de caracterizar 
la sensibilidad de un organismo al calor es determinar el 
tiempo de muerte térmica, tiempo que se necesita para matar 
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GESEH яс entre la temperatura y la tasa de muerte in- 
Фсада como tiempo де reducción decimal para dos microorganismos. 
diferentes. Los datos se obtuvieron para los tiempos de reducción de- 
ота, D, a diferentes temperaturas, como en la Figura 20.1. Para el or- 
ganismo (a), un mesófilo tipico, la exposición а 110°C durante menos 
де 20 segundos dio como resultado una tiempo de reducción decimal; 
mientras que para el organismo (b), un termófilo, fueron necesarios 10. 
minutos para conseguir una reducción decimal. 
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todas las células a una temperatura determinada. Esto se 
hace simplemente calentando las muestras de una suspen- 
sión celular durante diferentes periodos de tiempo, mez- 
clando las suspensiones calentadas con medio de cultivo е 
incubando. Si todas las células están muertas, по se obser- 
va ningún crecimiento en las muestras incubadas. El tiem- 
po de muerte térmica depende del tamaño de la población 
ensayada dado que se requiere mayor tiempo para matar 
todas las células de una población grande que de una ре- 
queña, Una vez que el número de células se ha estandari- 
zado, es posible comparar las sensibilidades al calor de 
diferentes organismos comparando sus tiempos de muer- 
te térmica, como se muestra gráficamente en la Figura 20.1 


Cubierta de la cámara 


El aire sale a través de la válvula. 


Esporas y esterilización por calor 
La resistencia al calor de las células vegetativas y las en- 
dosporas bacterianas del mismo organismo varía conside- 
rablemente. Por ejemplo, en el autoclave (vénse abajo) ha- 
bitualmente se alcanza una temperatura de 121°C. En estas 
condiciones, las endosporas pueden necesitar de unos 4а 
5 minutos para una reducción decimal, mientras que las cé- 
lulas vegetativas pueden requerir sólo de unos 0,1 а 0,5 mi- 
nutos а 65°C. Por tanto, los procesos para la esterilización 
eficaz por calor se diseñan para destruir las endosporas. 
Las endosporas bacterianas (vénse Sección 4.15) son las 
estructuras más resistentes al calor que se conocen: son 
paces de sobrevivir a temperaturas que rápidamente matan 


Tiempo total del ciclo (minutos) 


® 


EIEH Vizacón da asocio para a esterización. (a) FG del vapor a vavés de un autoclave. (1) С tipico de un atocavo. Sè 
Muestra la estrizaciónde un objeto bastante voluminoso. La temperatura del objeto e eleva más lentamente que la temperatura del autocia: 
ve. €) Un autoclave modemo иїйгэдо en los laboratorios de investigación. Obsérvese la puerta y los controles automáticos de los ciclos de e- 
terizació en ol panel de la derecha. Las „амдаа de entrada у salón del vapor ss ven өп ө lado derecho del autoclave. 
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alas células vegetativas de la misma especie. Un factor im- 
portante en la resistencia al calor es la cantidad (de agua) y 
estado de hidratación en el interior de la endospora. Durante 
la formación de la endospora, el protoplasma se reduce has- 
ta un volumen mínimo como resultado de la acumulación 
de Ca", de proteínas de esporulación pequeñas solubles en ácido 
(SASPs, small acid-soluble spore proteins) y la sintesis de áci- 
Чо dipicolínico, lo que contribuye a la formación de una es- 
tructura de tipo gel. La contracción del cortex da lugar а 
un protoplasto deshidratado y reducido con un contenido 
hídrico de sólo el 10-30% del de una célula vegetativa. El 
contenido en agua del protoplasto junto con la concentra- 
ción de SASPs determina la resistencia al calor de la espo- 
та. Si las endosporas tienen una baja concentración de 
SASPs y un elevado contenido en agua, tienen una baja 
resistencia al calor; en cambio, si tienen una elevada con- 
centración de SASPs y bajo contenido hídrico, tienen una 
elevada resistencia al calor, El agua se mueve libremente 
del interior al exterior (y viceversa) de la еврога, por lo que 
noes la impermcabilidad de la pared de la espora la que li- 
mita el agua, sino el material tipo gel en el protoplasto de 
la espora. 

La naturaleza del medio en el que el calentamiento tie- 
ne lugar también influye en la acción letal tanto de las 
células vegetativas сото de las esporas. La muerte micro- 
biana es más rápida a pH ácido y los alimentos ácidos ta- 
les como tomates, frutas y pepinillos se esterilizan mucho 
más fácilmente que los alimentos neutros como el maíz, 
alubias y frijoles. Concentraciones altas de azúcares, pro- 
teinas y grasas disminuyen la penetración del calor y ge- 
úneralmente aumentan la resistencia de los organismos al 
Calor; mientras que concentraciones altas de sal pueden 
“aumentar o disminuir la resistencia al calor dependiendo 
del organismo. Las células deshidratadas y secas (y las es- 
oras) son más resistentes que las hidratadas y húmedas; en 
consecuencia la esterilización por calor de los objetos secos 
requiere temperaturas superiores y tiempos más largos que 
la esterilización de los objetos húmedos, 


El autoclave 

El autoclave es un dispositivo sellado que permite la en- 
trada de vapor de agua bajo presión (Figura 20.3). La muer- 
te de las esporas resistentes al calor precisa derun calenta- 
miento a temperaturas por encima del punto de ebullición 
[Бэла ура чалбы һар praka (Иша 070, 

¡procedimiento habitual cosiste en calentar a 1,1 kil 

mos /centímetro cuadrado (kg/cm?) [15 libras /pulgada 
cuadrada (Ib/in”)] de presión de vapor, lo йе al- 
canzar una temperatura de 121°C. А 121°C, el tiempo de 
esterilización suele ser de 10 a 15 minutos (Figura 2030). Si 
же esterilizan objetos voluminosos, la transferencia de ca- 
lor al interior será lento y el tiempo de calentamiento debe 
ser suficientemente largo para que tado el objeto esté а 121°C 
«durante 10 a 15 minutos. También se requieren mayores 
Петров cuando se autoclavan grandes volúmenes de lí- 
quidos, dado que los volúmenes grandes tardan más tiem- 
Ро en alcanzar las temperaturas de esterilización. Observe 
¿que no es la presión del autoclave la que mata a los micro 
organismos, sino la elevada temperatura que puede alcan- 
газе cuando el vapor de agua se somete a presión. 


Pasteurización 
La pasteurización es un proceso que reduce la población 
microbiana en leche y otros alimentos sensibles al calor. 
Recibe su nombre de Louis Pasteur, quien fue el primero 
еп usar el calor para controlar la contaminación del vino 
(véase el recuadro: «El origen de la pasteurización»). Pas- 
teurización no es sinónimo de esterilización porque en ella 
по se destruyen todos lo organismos. Inicialmente se uti- 
lizó la pasteurización de la leche para matar las bacterias 
patógenas, especialmente los organismos causantes de la 
tuberculosis, la brucelosis, la fiebre Q y la fiebre tifoidea, 
pero con la pasteurización también se mejoró la vida útil 
de la leche. Aunque estos patógenos уа no son frecuentes 
еп los alimentos en los países desarrollados, la pasteuri- 
zación impide la transmisión de patógenos como algunas 
especies de Salmonella y Escherichia coli 0157.47 a través 
de fuentes comunes como la leche y los zumos (jugos), La 
pasteurización también impide el crecimiento de organis- 
mos alterantes e incrementa considerablemente la vida 
media de los líquidos perecederos (véanse Secciones 29.1 y 
292), 

La pasteurización de la leche se realiza habitualmente 

la leche a través de un intercambiador de calor. La 

és de un tubo que está en contacto con 
El control cuidadoso de la tasa de cir- 
culación de la leche, y el tamaño y la temperatura de la 
fuente de calor elevan la temperatura de la leche a 71°С 
durante 15 segundos, Entonces la leche se enfría rápida- 
mente. Todo el proceso se denomina pasteurización alta. 
La leche también puede calentarse en grandes depósitos a 
63-66°С durante 30 minutos. No obstante, este método de 
pasteurización baja es menos satisfactorio porque la leche se 
calienta y se enfría lentamente y debe mantenerse а tem- 
peraturas altas por periodos de tiempo más largos. La pas- 
teurización rápida altera las características ог ticas 
еп menor medida, mata los organismos resistentes al calor 
соп mayor eficacia y habitualmente se realiza en un siste- 
ma continuo. El método de pasteurización rápida se adap- 
ta mejor a las grandes operaciones de los productos lácticos 
y las industrias lácticas modernas lo emplean rutinaria- 
mente, incluso a tiempos de exposición menores y tempe- 
raturas superiores, 


/_20.1 Revisión de conceptos 


La esterilización consiste en la muerte de todos los organismos. 
La aplicación del calor es el método de esterilización más utili- 
zado. La temperatura para la esterilización por calor se selec- 
опа con el fin de de eliminar la mayoría de los organismos 
resistentes al calor en el material, habitualmente endosporas 
bacterianas. Para la esterilización rutinaria se emplea un auto- 
dave; esto permite la aplicación de vapor caliente у alta presión 
a temperaturas superiores a las del punto de ebullición del agua. 
La pasteurización mata la mayoría de los microorganismos pa- 
tógenos, reduce la carga microbiana y el crecimiento de los mi- 
ervorganismos alterantes, incrementando drásticamente la vida 
útil del producto. 
+ ¿Por qué el calor es el agente esterilizante más eficaz? 
Z ¿Qué pasos son necesarios para esterilizar un material que 
puede estar contaminado con endosporas bacterianas? 
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енто MICROBIANO 


Aprendiendo d El origen de la pasteurización 


1 nombre de Pasteur está ligado 

рага siempre, en nuestra memoria, 
al proceso de pasteurización. El desarrollo 
del proceso de la pasteurización ha sido aie- 
gantemente expuesto por René Dubos en su 
bro sobre la vida de Pasteur! De este Њо, 
aqui transcribimos ө! siguiente parato: 


La demostración de que los micro- 
bios по se generan espontáneamente 
alentó el desarrollo de Iécnicas para su 
destrucción y eviten o reduzcan al minimo. 
una posto"; contaminación. inmedia- 
tamente estos avances provocaron pro- 
lundos cambios tecnológicos en la prapa- 
ración y conservación de productos 
mentarios у, Posteriormente, también en 
otros procesos industrialas. 

Pronto во descubrió que la contami- 
nación de los productos biológicos, por 
microorganismos, puede minimizarse ma- 
diante un intoligonto y riguroso control de 
las operaciones tocnológicas, pero no 


Неге Dubos Pastour y а canica тота 
1988 Science Tach Madison, WI 


Estorilización por radi 


ion 


puede evitarse totalmente. Por tanto, el 
problema estaba en т el posterior 
desarrollo de estos organismos, una vez 
que éstos hubiesen llegado al producto. 
Con esta finalidad. en primer lugar Pas- 
tour intentó añadir una sene de antsópt: 
сов, pero los resultados fueran mediocres. 
y. después de muchas vacaciones, con- 
úsideró la posibilidad de utilizar el calor 
сото agente esterlizante 

Los primeros estudios de Pasteur so- 
bre el calor como agente conservante los. 
realizó соп el vino. Pasteur habla crecido 
өп unos де los mejores distritos vinícolas. 
бе Francia y, сото buen conocedor de 
esta bebida, estaba preocupado рог el 
hecho de que sl calor pudiese añorar las 
características organolépticas como el 
aroma y el sabor Por ello procedo con 
mucha precaución y finalmente se con- 
venció de que el calentamiento а 55°C no 
элегала de torma apreciablo ol bouquet 
Gel vino Estas considoraciones condu- 
jeron а un procoso de esterilización 
parcial, que pronto sería conocido mun- 
¿halmento con el nombre de “pasteunza- 


бт, y que resul ser aplicable al vino, 
cerveza, sidra, vinagre. leche e inumara- 
bles bebidas, alimentos y productos or. 
únicos perecederos. 

Una de las características de Pasteur 
Jue su incontormismo, no sólo formuló las 
bases teoricas де la osterilzación por ca- 
lor, sino que participó activamente өп al 
diseño del equipo industrial adaptado al 
calentamiento de grandes volúmenes de 
líquidos y a bajo costo. Sus tratados sobre 
ө! vinagre, el vino y la cerveza estàn lus 
trados con dibujos y fotografias de esto 
"ро de aquipos y describen detallad 
monte las operaciones implicadas өп ө! 
proceso. El término "pasteurización" 
ciertamente un símbolo de su vida cion- 
"ica; hace referencia а su trascondoncia 
еп el establecimiento de las bases teori- 
саз de la teoría sobre ө! origen де los mi 
croorganismos y ві enorme esfuerzo qua 
dedicó a que luese do utilidad para а hu- 
"паліва. También nos recuerda su la 
това afirmación: “Мо hay una ciencia 
pura y una ciencia aplicada; sólo hay cion- 
la y la aplicación де la ciencia» W 


Una forma eficaz para esterilizar o reducir la carga micro- 
biana de casi cualquier sustancia se realiza mediante la uti- 
lización de radiación electromagnética; el calor es sólo un 
ejemplo, Las microondas, la radiación ultravioleta (UV), los 
rayos X, las radiaciones gamma (radiaciones у) y los electro- 
nes son tipos de radiación electromagnética (зе Sección 
10.3) que pueden controlar potencialmente el crecimiento 
microbiano, Sin embargo, cada tipo de radiación actúa con 
un mecanismo específico. Por ejemplo, los efectos antimi- 
crobianos de las microondas se deben, al menos en parte, a 
efectos térmicos, La radiación UV, considerada entre 220 y 
300 nm de longitud de onda, actúa con un mecanismo di- 
ferente, Las ondas UV tienen suficiente energía para causar 
roturas en el DNA, produciendo la muerte del organismo 
expuesto (véase Sección 10.3). Esta luz «próxima al visible» 
se utiliza para la desinfección de superficies, aire y otros 
materiales como el agua que no absorben la radiación UV. 
Por ejemplo, las cabinas de los laboratorios de biología vie- 
пеп equipadas con una lámpara «microbicida» de luz UV 
para la descontaminación de su superficie después de su 
uso (Figura 20.4). La radiación UV no penetra las superficies 
sólidas, opacas, absorbentes de luz, y su utilidad se limi 
la desinfección de las superficies expuestas. 


IEEE] cámara de seguridad biológica dotada con una fuen: 
te de radiación ultravioleta (UV) (ámpara de vapor de mercurio), que se 
usa para descontaminar las superficies del interior de la misma. 


Radiación ionizante 

La radiación ionizante es una radiación electromagnética con 
suficiente energía para producir ones y especies moleculares 
reactivas con las que colisionan las partículas de la radiación. 
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La radiación ionizante produce electrones, e”, radicales hi- 
Чгохйо, ОН +, y radicales hídrido, H +. Cada una de estas mo- 
léculas reactivas es capaz de degradar y alterar biopolímeros 
сото el acido desoxirribonucleico (DÑA) y proteínas. Ade- 
más, la radiación ionizante puede interaccionar directamen- 
te con el DNA rompiendo el biopolímero. La ionización y la 
posterior degradación de las moléculas biológicas impor- 
tantes como el DNA y las proteínas enzimáticas producen la 
muerte de las células irradiadas. Varias fuentes de radiación 
son potencialmente útiles para la esterilización de la radiación 
emitida por una fuente. La unidad de radiación es el roet- 
Ben, que es una medida de la energía radiante procedente de 
una fuente. El parámetro estándar para las apli bio- 


lógicas tales como la esterilización es la dosis de radiación ab- 
sorbida, La dosis absorbida es el rad (100 erg/8), o el gray (1 Gy 
|). Algunos microorganismos son тти 


= 10010 ucho más resis- 
tentes a la radiación que otros. La Tabla 20.1 muestra la do- 
sis de radiación necesaria para reducir 10 veces el número 
de algunos microorganismos representativos o algunas fun- 
dones biológicas. 

En general, los microorganismos son mucho más resis- 
tentes a la radiación ionizante que los organismos plurice- 
lares. Por ejemplo, la cantidad de energía necesaria para 
reducir 10 veces la carga bacteriana es al menos de 200 Gy. 
Por el contrario, se considera que la dosis letal de radiación 
рага el hombre es igual o inferior a 10 Су. Observe que las 
dosis que muestran en Ja Tabla 20.1 son las que correspon- 
Чеп а una unidad logarítmica de reducción en el creci- 
miento de un organismo determinado. La D10 o valor de 
ducción decimal da una información similar al del tiempo 
de reducción decimal para la esterilización por calor (vénse 


TABLA 20.1 


Clostridium 
штит 

Clostridium 
tetani 

Bacillus subtilis 


Bacteria Gram positivas. 
anaerobias esporuladas 
Bacteria Gram positivas. 
anaerobias esporuladas 
Bacteria Gram positivas 
anserobias esporuladas 
Bacteria Gram negativa 


Bacteria Gram positivas 

Bacteria Gram negativas 
resistentes a la radiación 

Moho 

Levadura 


Virus 
Virus 


= 20000-52000 
- 1000-5000 


* Dines la cantidad de radiación necesaria para reducir la población inicial o 
тейи М ictal аа décima parie (una unidad logar) CY = prave 
Agay = 100 rado 


Dosis de radiación (grays) 


lación entre la fracción de supervivientes y la dosis 
де radiación. La 010, о dosis de reducción decimal, puede interpolar- 
зе a partir delos datos mostrados. La dosis en grays es diferente para. 
cada microorganismo. 


Sección 20.1): la relación de la fracción de supervivientes 
representada, en una escala semilogaritmica, frente a la do- 
sis de radiación oppa esencialmente lineal (Figura 
20.5). Una dosis lll estándar requerida para la esteriliza- 
ción por radiación es 12 D10. Para la destrucción de las en- 
dosporas radiorresistentes de Clostridium botulinum, por 
ejemplo, se requieren 39 600 Gy (Tabla 20.1). 


Práctica de la irradiación 
Se dispone de varias fuentes de radiación ionizante, tal 
сото dispositivos productores de rayos X, tubos de rayos 
catódicos y nucleidos radiactivos. Estas fuentes producen 
о bien rayos X o bien rayos y, ambos tipos de rayos tienen 
suficiente energía y poder de penetración como para inhi- 
bir eficazmente el crecimiento microbiano en lio líquido. 
y en medio sólido. Las principales fuentes comerciales de 
radiacién ionizante útil son los nucleidos radiactivos que 
emiten rayos y. Los dos isótopos radiactivos más emplea- 
dos son “Co y Cs, ambos son relativamente baratos pro- 
ducidos por fisión nuclear. 

Actualmente la radiación se utiliza para la esterilización 
y descontaminación de suministros médicos y en la indus- 
tria de alimentos. En Estados Unidos, la Administración 
рага Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Adminis- 
tration, FDA), ha aprobado el uso de la radiación para la es- 
terilización de dichos objetos, como suministros quirárgi- 
сов, materiales de laboratorio de un solo uso, medicamentos, 
«incluso injertos de tejidos (Tabla 20.2). Sin embargo, dado 
el costo y peligrosidad del equipo de radiación, este tipo de 
esterilización se limita a las aplicaciones industriales a gran 
escala y a instalaciones muy especializadas. Los alimentos 
y los productos alimenticios se irradian rutinariamente (véi 
se Sección 29.2). Además de la esterilización, la pasteuriza- 
ción y la desinsectación pueden realizarse ajustando la do- 
sis de radiación aplicada. La radiación ha sido aprobada 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) como medida 
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Cloranfenicol 


Cartilago 


Tendón Ampicilina 

Piel Tetracilina 

Válvula cardíaca — Atropina 
Vacunas 
Ungúentos 


de descontaminación para alimentos particularmente sus- 
ceptibles de contaminación microbiana, especialmente espe- 
cias y los productos cárnicos frescos como hamburguesas y 
pollo, y está aprobada en Estados Unidos para la desconta- 
minación de la сате molida (véase Sección 29,2). La utiliza- 
ción de la radiación para todos estos fines es una tecnología 
establecida y aprobada en muchos paises, pero ha sido acep- 
tada con mayor dificultad en otros debido al temor que sus- 
citan la posible contaminación radiactiva, la alteración del 
valor nutritivo, los productos tóxicos о carcinogénicos, y la 
aparición de sabores «desagradables» en los alimentos irra- 
Чадов. 


/_20.2 Revisión de conceptos 


En condiciones apropiadas, la radiación electromagnética con- 
trola eficazmente el crecimiento microbiano. La radiación ul- 
travioleta es útil para descontaminar superficies y materiales 
que no absorben la luz, como el aire y el agua. La radiación ìo- 
nizante ha de penetrar en los materiales absorbentes sólidos o 
ligeros; es muy eficaz para esterilizar y descontaminar. 


Y Defina la dosis de reducción decimal para la radiación. 
Y Por qué la radiación ionizafite es más eficaz que la radiación 
ultravioleta para esterilizar productos alimentarios? 


ITEM Estructura de (a) un vo en pro- 
fundidad, (b) un filtro de membrana convencional y 
(e) un fitro Nuclepore, Los tros en profundidad se 
usan сото prafitros y para la tración de liquidos 
соп gran cantidad de partículas en suspensión. Los 
"тоз de membrana se usan өп muchas aplicacio- 
пев en el laboratorio у en la industria, ya que se dis- 
ропе de una gran variedad де ellos con un amplio 
rango de tamaños de poros, son económicos y apli- 
cables an casi cualquier situación que requiera una 
esterilización por fitración. Los fitros Nuciepore, 
¡grabado TRACK por nucieación, son útiles en la pre- 
paración de muestras para microscopía porque el 
material fitrado queda retenido y dispuesto en un 
solo plano en la superficie del fitro. 


| 20.3 | rilización por filtración 


Como se acaba de explicar en la Sección 20.1, el calor es el 
método más común y eficaz para esterilizar líquidos. No 
obstante, la filtración puede usarse para esterilizar líquidos 
termosensibles o gases. Un filtro es un dispositivo con po- 
ros demasiado pequeños para que pasen los microorganis- 
mos, pero suficientemente grandes para permitir el paso de 
un líquido o un gas. El rango del tamaño de las partículas 
implicadas en la esterilización es muy amplio. Algunas de 
las células bacterianas de mayor tamaño miden más de 10 
шт de diámetro, mientras que las más pequeñas en la escala 
de tamaños tienen un diámetro menor de 0,3 um, Históri- 
camente, los métodos de filtración selectiva se utilizaron con 
el бл de aislar e identificar las partículas infecciosas más pe- 
queñas que las bacterias. Dichas partículas infecciosas, co- 
nocidas ahora como virus, son muy pequeñas y tienen un 
rango de diámetro de 28 um a 200 ит (vénse Sección 92) 


Tipos de filtros 

Los tres tipos de filtros principales se muestran en la Figu- 
та 20.6. Uno de los tipos más antiguos es el filtro de profundi- 
dad, Un filtro de profundidad es una lámina fibrosa o tapete 
hecho de matrices dispuestas al azar de fibras de papel, as- 
besto o vidrio que se solapan (Figura 20.60). El filtro de pro- 
fundidad atrapa las partículas en la imbricada trama y 
urdimbre que se crea a través del espesor (profundidad) de 
la estructura, Dado que son bastante porosos, los filtros de 
profundidad se emplean a menudo como prefiltros para eli- 
minar, de una solución, las partículas de gran tamaño que 
pudieran dificultar el proceso final de esterilización por fil- 
tración. También se utilizan para esterilizar por filtración 
el aire en los procesos industriales (véase Sección 30.4). 

El tipo de filtro más común para la esterilización en mi- 
crobiología es el filtro de membrana (Figura 20.65). Los filtros 
de membrana se componen de polímeros con una elevada 
resistencia, como el acetato de celulosa, nitrato de celulosa 
о polisulfonas, diseñados para presentar numerosos poros 
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IE носон al microscopio electrónico de bardo de 
bacterias acuáticas у algas sobre un filtro Мосіероге. El tamaño del 
poro es де 5 um. 


diminutos. Ajustando las condiciones de polimerización 
durante su fabricación, se puede controlar con precisión el 
tamaño de los poros de las membranas (y, por tanto, el ta- 
maño de moléculas que pueden pasar a través de ellos) 
Los filtros de membrana se diferencian de los filtros de pro- 
fundidad en que funcionan como un tamiz, reteniendo mu- 
chas de las partículas en la superficie del filtro. Alrededor 
del 80-85% de la superficie de las membranas está consti- 
fulda por poros abiertos, lo que permite obtener una tasa de 
fujo de líquido relativamente alta. 

El tercer tipo de filtro рага uso común es el filtro de nu- 
есіп (Nuclepore). Estos filtros se han obtenido tratan- 
do películas muy finas de policarbonato (10 um de grosor) 
on radiación nuclear y fracturando la película con un pro- 
ducto químico. La radiación produce microlesiones localiza- 
das en la película y la acción química incrementa el tamaño 
delos daños microscópicos producidos hasta formar agu- 
jeritos (poros). Los tamaños de los microporos se controlan 
боп precisión con el tipo solución química empleada y el 
бетро de tratamiento, Un filtro Nuclepore típico tiene agu- 
fritos muy uniformes dispuestos casi verticalmente a tra- 
Wés de la fina película (Figura 20.6c). Los filtros Nuclepore 
se usan habitualmente en microscopía electrónica de ba- 
Tido. Un organismo puede separarse del líquido y con- 
entrarse en un único plano en la superficie del filtro; esto 
¡puede observarse con el microscopio (Figura 20.7). 

os filtros de membrana para la esterilización de un liqui- 
ose ilustran en la Figura 20.8. El sistema de filtración se es- 
liza independientemente del filtro y, posteriormente, el 
stema se ensambla en condiciones asépticas en el momento 
de realizar la filtración. El equipo que se muestra en la Fi- 
{ра 2080 es apropiado para un volumen de líquido peque- 
(о. Para filtrar en condiciones estériles grandes volúmenes, 
el material para el filtro de membrana se dispone en un car- 
ficho y se coloca en un protector metálico, La filtración de 


Se añade el medio 
то esteril 


r Pinza de sujeción 


С> Futro de membrana 


; Plataforma de vidrio 
Base 
Adaptador de goma 


= 


w 


® 


ШИШЕ Pos de membrana. (a) Ensambiaje de un sistema 
reutilizable con fitro de membrana. (>) Unidades dispensablos, proes- 

torilizadas y ensambiadas de un иго de membrana. Izquierda: un sis- 
tema de fito diseñado para pequeños volúmenes. Derecha: un sistema 
де то diseñado para mayores volumenes. 


volúmenes grandes de disoluciones líquidas termosensibles 
ез tina práctica habitual en la industria farmacéutica, 

Los dispositivos de filtros de membrana previamente 
esterilizados se utilizan de forma rutinaria para esterilizar 
volúmenes pequeños o medios en la mayoría de los labo- 
ratorios (Figura 20,8b). Para la filtración se dispone de una 
jeringa, una bomba o una bomba de vacío que faciliten la 
entrada del líquido hasta el dispositivo colector estéril, a 
través del sistema de filtración 


/_20.3 Revisión de conceptos 


La esterilización por filtración consiste en la eliminación de los 
microorganismos vivos de muestras líquidas. Los filtros de 
membrana se utilizan generalmente рага esterilizar muestras 
líquidas termosensibles en el laboratorio. 


Z ¿Por qué los filtros de profundidad no se usan habitual- 
mente para esterilizar? 


/ ¿Qué ventaja tiene el filtro de membrana frente al filtro de 
nucleacién en la esterilización? 
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CONTROL QUÍMICO 
ANTIMICROBIANO 


Cada día empleamos una serie de compuestos químicos 
рага controlar el crecimiento de los microorganismos, tan- 
to en las actividades domésticas como en las laborales. Los 
detergentes y jabones que usamos en la higiene diaria y 
рага lavar la ropa tienen la finalidad, al menos en parte, de 
reducirla carga microbiana o matar los microorganismos de 
la superficie corporal o de la ropa, En la cocina, recurrimos 
a varios agentes químicos que inhiben o destruyen los mi- 
croorganismos en platos, superficies de trabajo y utensilios. 
En un laboratorio microbiológico о en instalaciones indus- 
triales, los agentes químicos se usan de forma rutinaria para 
controlar el crecimiento microbiano indeseado. Aquí clasi- 
ficamos y explicamos los mecanismos de acción de varios 
agentes químicos que se emplean para controlar los micro- 
organismos en nuestro ambiente. 


ЕҤ centro! químico del crecimiento 


Un agente antimicrobiano es un compuesto químico, na- 
tural sintético, que mata o inhibe el crecimiento de los mi- 
croorganismos, Los agentes que matan microorganismos 
se denominan agentes -cida, con un prefijo que indica el tipo 
de microorganismo que mata. Así, tenemos agentes bacte- 
rícidas, fungicidas y vírucidas. Un agente bactericida mata 
bacterias; aunque puede matar о no otros microorganismos. 
Los agentes que no matan pero inhiben el crecimiento se 
denominan agentes «estáticos; así, hablaremos de agentes 
bacteriostáticos, fungistáticos y virustáticos. 

Los agentes antimicrobianos varían con respecto a su t0- 
xicidad selectiva. Algunos actúan de forma no selectiva y so 
bre todos los tipos de células, otros presentan una mayor 
selectividad y toxicidad para los microorganismos que para 
los tejidos animales. Aquellos agentes antimicrobianos que 

ienen toxicidad selectiva son especialmente útiles para el 

tratamiento de las enfermedades infecciosas, porque pue- 
den matar el agente etiológico sin dañar al hospedador. És- 
tos se describirán más adelante en este capítulo. 


Efecto de los agentes antimicrobianos sobre el 
crecimiento 
Se observan tres tipos de efectos cuando se añade un agen- 
te antimicrobiano a un cultivo bacteriano en fase exponen- 
de crecimiento: bacteriostático, bactericida y bacterio- 
lítico (Figura 20.9). Se observa un efecto bacteriostático 
cuando se inhibe el crecimiento pero las células no mueren 
(Figura 20.94). Con frecuencia, los agentes bacteriostáticos 
son inhibidores de la síntesis de proteínas y actúan unién- 
dose a los ribosomas. No obstante, dicha unión no es una 
unión fuerte y, cuando disminuye la concentración del 
agente, el antimicrobiano se libera de los ribosomas y se 
reanuda el crecimiento. Muchos antibióticos actúan según 
este mecanismo, hablaremos de ellos en las Secciones 20.6 
а 20.9. Los agentes bactericidas matan las células pero по 
dan lugar a la lisis o rotura de las células (Figura 20:95). Los 
agentes bactericidas son una clase de agentes químicos que 


Tiempo 


СТУ dos vrs ров де acción de los antimicrobianos. En al 
momento (tiempo) Indicado por la lecha, sa añadió el agente antri- 
croblano en una concentración infibidora del crecimiento, a un cultiva 
өп fase exponencial de crecimiento. Observe la relación entra el nů- 
mero de células viables y cêlulas totales. 


generalmente se unen fuertemente a sus dianas celulares 
de acción у no se eliminan por dilución. Los agentes bate- 
riolíticos provocan la muerte celular por lisis, la rotura ce- 
lular se detecta por un descenso en el número de células û 
en la turbidez, después de que se haya añadido el agente 
(Figura 20.9с). Dentro de los agentes bacteriolíticos se in- 
«ішуеп los antibióticos que inhiben la síntesis de la pared ce- 
ular, como la penicilina (véanse Sección 4.8 y Sección 20.8), 
y los compuestos químicos que lesionan la membrana сі. 
toplasmática. 


Cuantificación de la actividad antimicrobiana 
La actividad antimicrobiana se mide determinando la canti- 
dad más pequeña que se necesita de un agente para inhibir 
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رارت ن 8 LN‏ 


| она 20.10 рте 
cên en Tubo», que permite determinar la concentración máxima 
мола (СМ). Sa prepara una serie de tubos con Concetraciones 
encientas del antibiótico an ө medio de cutivo; se inculan odos los 
Мов y зе incuban. EI crecimiento furbidez) tiene lugar en ios tubos con 
Concentraciones del antibiótico interiores a la CMI 


"crecimiento de un organismo control, valor llamado con- 
centración mínima inhibitoria (CMD. Para determinar la 
СМІ, se prepara una serie de tubos de cultivo, cada uno 
conteniendo un medio con una concentración diferente del 
agente, y después se inocula la serie de tubos. Después de 
la incubación, se observa si ha habido crecimiento (tur- 
bidez) en los tubos. El tubo que contiene la menor concen- 
tración de que inhibe completamente el crecimiento del 
organismo usado como referencia define la CMI (Figura 20.10), 
Este procedimiento simple y eficaz se denomina técnica de 
dilución en tubo. La CMI по es constante para un determi- 
fado agente, porque depende del tipo de microorganismo 
utilizado, el tamaño del inóculoY las condiciones de incu- 
bación, como la temperatura, el pH y la aireación. Cuando 
feestandarizan rigurosamente todas las condiciones, es po- 
sible comparar diferentes antimicrobianos y determinar 
cuál es el agente más eficaz frente a un organismo o cal- 
cular la actividad de un único agente frente a tliversos 
organismos, Este método no distingue entre un agente mi- 
úrobicida y un agente microbiostático, dado que el agente 
esti presente en el medio de cultivo durante todo el perio- 
Чо de incubación. 

Otro procedimiento comúnmente utilizado en el estudio 
de la acción antimicrobiana es el método de difusión en agar 
(Figura 20.11). Se prepara una placa Petri con un medio con 
agar inoculado uniformemente (en césped) con el microor- 
ganismo a ensayar. Cantidades conocidas del agente anti- 
microbiano se añaden a discos de papel de filtro que se 
colocan en la superficie del agar. Durante la incubación, el 
agente difunde desde el papel de filtro al agar; la concen- 
ración del agente disminuye a medida que aumenta la 
distancia al papel de filtro. A una determinada distancia 
del disco se alcanza la СМІ. A partir de ese punto hay cre- 
útimiento, pero en las proximidades del disco no hay creci- 
miento. Se crea entonces una zona de inhibición; el diámetro 


Placa de agar nutritivo 


Se inocula el cultivo 
өп 5 mi de agar para 
la capa de superficie 


Sobre la superficie se colocan 
los discos con antibiótico 


¡Pe 


El microorganismo estudiado es sensible а algunos antibióticos, 
сото indican las zonas de inhibición (halos de Inhibición) del 
crecimiento bacteriano alrededor de los discos, tras la incubación 


ШИШЕ носо де difusion өп agar para determinar la acti 


vidad de un antibiótico. 


dela zona es proporcional a la cantidad de antimicrobiano 
añadido al disco, la solubilidad del agente, el coeficiente de 
difusión y la eficacia del agente. Este método se usa de for- 
тпа rutinaria para ensayar la sensibilidad a los antibióticos 
en patógenos (véase Sección 24.3). 


/_20.4 Revisión de conceptos 


A menudo se emplean compuestos químicos para controlar 
el crecimiento microbiano. Los agentes químicos que matan 
organismos se denominan agentes -cidas (microbicidas); mien- 
tras que aquéllos que inhiben el crecimiento se denominan 
-estáticos (microbiostáticos). La eficacia de un agente químico 
antimicrobiano se cuantifica determinando la concentración 
mínima necesaria para inhibir completamente el crecimiento 
bacteriano. 


4 Con respecto a los agentes antibacterianos, ¿qué se entien- 
de por toxicidad selectiva? 


Y Describa cómo se determina la concentración mínima inhibi- 
toría de un agente antibacteriano. 
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Antisépticos, desinfectantes y 
esterilizantes 


Los antisépticos son aquellos agentes químicos que matan 
o inhiben el crecimiento de los microorganismos y pueden 
aplicarse en tejidos vivos dada su escasa toxicidad para los 
tejidos, La mayoría de los compuestos que se encuentran en 
esta categoría se utilizan en el lavado de manos para tratar 


heridas superficiales (Tabla 20.3). En algunos casos, 
antisépticos también son desinfectantes eficaces. 


agentes esterilizantes son desinfectantes que, en condicion 
apropiadas, matan todos los tipos de vida microbiana, 


TABLA 20.3 


Antisépticos 

Alcohol (60-85% etanol o 
isopropanol en agua)” 

Compuestos que contienen fenol 
(hexaclorofeno,trikosan, 
cloroxilenol, clorhexidina) 

Detergentes catiónicos, especialmente 
compuestos de amonio cuaternario 
(cloruro de benzalconio) 

Peróxido de hidrógeno (solución al 3%) 

Compuestos yodorosos que contienen 
yodo en solución” (Betadine®) 

Nitrato de plata 


Desinfectantes y esterilizantes 
Alcohol (60-45% etanol o 


isopropanol en арша)” 


Detergentes catiónicos (compuestos 
de amonio cuaternario) 


Gas doro 


Compuestos clorados (loraminas, 
hipoclorito sódico, 
dióxido de cloro) 

Sulfato de cobre 


Óxido de etileno (gas) 
Formaldehído 


Glutaraldehído 


Peróxido de hidrógeno" 

Compuestos уойой que 
contienen yodo en solución” 
(Wescodynes0) 

Dicloruro de mercurio" 

Orono 

Ácido peracético 


Compuestos fenólicos”. 


Disuelve lipidos y desnaturaliza pro 

Altera (rompe) la membrana celular 

Interacciona con los fosfolípidos de la 
membrana 

Agente oxidante 

El yodo se combina con los residuos de 


tirosina de las proteínas, agente oxid 
Precipita proteinas 


Disuelve lípidos y desnaturaliza protein 


Anteracciona con fosfolípidos. 


Agente oxidante 
Agente oxidante 


Precipita proteínas 
Agente alquilante 
Agente alquilante 


Agente alquilante. 


Agente oxidante 
El yodo se combina con los residuos de 


* Locacoles el perxido de hidrógeno y los compuestos yodóoros que contienen yodo puden actuar como алвёрбеви, Денеде е incluso 
dependiendo de la concentración Dempo de expomición y foma de aplicación: 
* Las compuestos de metales pesados (mercuro) у los compuesto fenólicos eneran mudos peligrosos para el entorno: 
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Papel 


Tribajos en metal 
Petróleo 

Aire acondicionado 
Energia eléctrica 
Energia nuclear. 


que no se puede usar el calor (véase Sección 20.1) o la ra- 

lación (véase Sección 20.2) en la descontaminación o la es- 

ación. Por ejemplo, en hospitales y laboratorios han 

'descontaminarse los suelos, mesas, mesas de laborato- 

о, paredes, etc. En la industria de alimentos, los suelos, las 

des y las superficies de los aparatos a menudo se tratan 

оп microbicidas con el бл de reducir la carga microbiana, 

endo que las superficies sean inocuas para la manipu- 

Los hospitales también deben esterilizar lo materia- 

termosensibles, tales como termómetros, instrumentos 

on lentes, tubos de polietileno, catéteres e instrumental clí- 

со reutilizable, como los respirómetros. Generalmente se 

liza algún tipo de esterilización fría. La esterilización fría se 

а cabo en dispositivos cerrados parecidos a los auto- 

es, pero emplea un agente químico como el óxido de 

о, el formaldehído, el ácidó per-acético o el peróxido 

hidrógeno. El agua potable se desinfecta con lejía о con 

ivados del cloro, a fin de eliminar los organismos po- 

ite patógenos (Tabla 203). 

Varios factores afectan a la eficacia de los diversos proce- 
entos antisépticos y desinfectantes. Рог 

icidas son neutralizados por los materiales orgánicos, 

biendo su capacidad para matar los microorganismos, re- 

endo las concentraciones microbicidas. Por otra parte, a 

enudo los patógenos se encuentran incluidos en partículas 

reciendo en grandes cantidades como tapetes y hiopelículas 

films), que cubren las superficies del tejido con varias ca- 

de células microbianas (véase Sección 19.3). En conse- 

ncia, se dificulta la accesibilidad y penetración del agente 

ímico en las células viables e incluso se impide totalmen- 

En muchos casos, las endosporas bacterianas son mucho 

resistentes a los agentes microbicidas que las células ve- 

tivas, por su bajo contenido en agua y metabolismo re- 

cido (uémse Sección 20.1 y Sección 4.15). Algunas células 

vepetativas, como el caso de Mycobacterium tuberculosis, agen- 

¡etiológico de la tuberculosis, son resistentes a los agentes 

ni por la compleja naturaleza de su pared celular 

Secciones 12.24 y 26.5). Como consecuencia, no siem- 


Evitar el crecimiento de microorganismos durante la fabricación 

Los agentes antimicrobianos están presentes en el producto final 

Evitar el crecimiento de bacterias en las dispersiones acuosas de 
Jos plásticos 

Evitar el bicdeterioro producido por los microorganismos en tejidos 
expuestos al ambiente, como toldos о tiendas de campaña. 

Evitar el deterioro de las estructuras de madera. 

Evitar el crecimiento de bacterias en las emulsiones acuosas usadas 
al cortar metales. 

Evitar el crecimiento de bacterias durante la recuperación, y el 
“almacenamiento del petróleo y denvados del petroleo 

Evitar el crecimiento de bacterias (por ejemplo, Legionella) en larmes 
de refrigeración 

Evitar el crecimiento de bacterias en condensadores y torres de 

Evitar el crecimiento de bacterias resistentes a la radiación en 
reactores nucleares 


pre se produce la eliminación de los patógenos (esteriliza- 
ción) por tratamiento microbicida. En la práctica, la eficacia de 
los microbicidas sólo puede determinarse en las condiciones 
reales de uso. En la Tabla 20.3 se muestra un resumen de los 
microbicidas más utilizados y sus mecanismos de acción. 
Los antisépticos y los desinfectantes químicos tienen mu- 
chas aplicaciones en la industria, donde se emplean para im- 
pedir el deterioro microbiano de muchos materiales orgáni- 
cos. En algunas industrias, los agentes antimicrobianos se 
utilizan de forma rutinaria y extensiva. Con frecuencia esto 
genera una serie de problemas por los residuos tóxicos que 
зе producen cuando se liberan al ambiente grandes cantida- 
des de agentes antimicrobianos, como mercurio y otros com- 
puestos de metales pesados (industria papelera) o fenoles 
(conservantes de la madera). En la Tabla 204 se resumen al- 
gunas de las aplicaciones industriales de los desinfectantes 
que se utilizan para controlar el crecimiento microbiano. 


/_20.5 Revisión de conceptos 


Los antísépticos se utilizan para descontaminar tejidos vivos. Los 
desinfectantes son compuestos químicos que se usan para des- 
contaminar о esterilizar materiales inertes; estos compuestos tie- 
пеп muchas aplicaciones comerciales, sanitarias e industriales. 
+  Diferencie entre un antiséptico y un desinfectante, 

4 Qué desinfectantes se emplean para esterilizar el agua? 


ПІ AGENTES ANTIMICROBIANOS 


UTILIZADOS IN VIVO 


Varios agentes antimicrobianos, sintéticos y naturales, se 
utilizan en el tratamiento de las infecciones microbianas in 
vivo. Estos compuestos revolucionaron el tratamiento de 
las enfermedades infecciosas. 
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Clasificación Subciasificación Ejemplo Estructura representativa 

del antibiótico. 

L Compuestos Azucares puros Nojrimicina 
que contienen Aminoglicósidos Estreptomicina 
carbohidratos. Ortosomicinas Eveminomicina 

N-Giicósidos Estreptotricina 
C-Glicósidos Vancomicina 
Glicolipidos Moenomicina 

IL Lactosas Antibióticos macrólidos  Eritromicina 

macrociclicas Antibióticos poliénicos  Candicidina 
Ansamicinas Ritampina 
Macrotetrólidos Tetranactna 

ML Quinonas y Tetraciclinas Tetrackcina 

compuestos Antracicinas. Adriamicina 
Benzoquinonas Mnomicina 

IV. Aminoácidos y Derivados aminoacidicos  Cicloserina 

análogos peptídicos Antibióticos p-lactámicos — Peniciina, 


Valinomicina 
Péptidos formadores. Bieomicina 
de quelato 
۷ Antibióticos nucleoskdicos  Poloxinas 
haterocíclicos que 
contienen nitrógeno 
VI. Compuestos Antibióticos politer 
haterocíclicos que 
contienen oxigeno 


VIN. Compuestos Derivados del benceno  Cleranfenicol 
aromáticos Aromáticos condensados  Griseofuvina 
ter aromáticos. 'Novobiocina. 
IX. Compuestos alíáticos Compuestos que. Fostomicina 
‘contienen 
X. Compuestos 4-Qulnolona Acido naiidixico 
quinolênicos Fluoro-4-quinolonas Ciprofioxacino 
XL Oxazolidinona Lactona cíclica. 2-Oxazolidinona 


|та 20,12 TTT TTT 
зета de cada grupo. 
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ЕЯ Antimicrobianos sintéticos 


Та sección precedente trató de agentes químicos que inhi- 
benel crecimiento microbiano fuera del cuerpo humano. La 
mayoría de los químicos mencionados son demasiado tó- 
xicos para usarse en el interior del cuerpo, aunque los an- 
lisépticos pueden emplearse en la piel. A fin de controlar las 
enfermedades infecciosas, es necesario disponer de com- 
puestos químicos que puedan usarse por vía interna, Tales 
compuestos se denominan agentes quimioterapéuticos y 
“son muy importantes en medicina clínica y veterinaria, así 
сото en agricultura. 
Los agentes quimioterapéuticos se clasifican según su 
estructura (Figura 20.12) y mecanismo de acción (Figura 
13). Anualmente se fabrican y utilizan en todo el mun- 
más de 500 toneladas métricas de agentes quimiotera- 
ticos (Figura 20.14). El requisito clave de todo buen 
Че quimioterapéutico es la toxicidad selectiva, es decir, la 
capacidad de inhibir las bacterias u otros agentes patógenos 
afectar al hospedador (véase el recuadro «Balas mági- 
) Cada agente tiene un espectro característico de acción 
teriana (Figura 20.15). Los agentes quimioterapéu- 
ке agrupan en dos categorías generales, los agentes sin- 


Il Macrólidos 


éticos y los antibióticos. Aquí nos centraremos en los agen- 
tes de origen sintético. Hablaremos de los antibióticos en 
las tres secciones siguientes. 


Modo de acción de los principales quimioterapáuticos antimicrobianos. THF; 
; DHF, dihidrofolato; mRNA, RNA mensajero; tRNA, RNA de transferencia. 
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Aprendiendo del pasado ... 


| A 
terapéuticos comenzó con el cien- 
tifico alemán Paul Ehrlich. En los primeros. 
años del 1900, Ehrlich desarrolló el concep- 
to de toxicidad selectiva. Empezó su trabajo 
ústudiando la tinción de microorganismos у 
observó que algunos colorantes teñían los. 
microorganismos pero no los tejidos anima- 
les. Asumió que si un colorante по tiñe un 
fido, las moléculas del colorante no son ca- 
paces de combinarse con los componentes. 
celulares. Luego hizo el razonamiento de 
que si ese colorante tuviese propiedades tô- 
xicas, no afectaría a las cêlulas animales 
porque sería incapaz de combinarse con 
las, pero debería atacar а las células mi- 
croblanas. Por tanto, en un animal infectado. 
las sustanticas químicas se comportarlan 
сото «balas mágicas», «dando» en los mi- 
oroorganismos pero evitando las cólulas del 
hospedador. Ehrlich procedió a ensayar la 
selecividad de una serie do compuestos 
quimicos y descubrió los primeros agentes. 
quimiotorpéuicos, de os que ө! Satvarsán, 
Un compuesto que contiene arsénico y se 
empleaba en el tratamiento de la sifilis, fue 
ei más famoso (véase Figura 1). 

No obstante, no se doscudieron agentes 
quimicos activos frente a la gran mayoría de 
los microorganismos patógenos hasta los 
años del 1930, cuando Gerard Domag des- 
cubrió las sultamidas, El descubrimiento de 
las sullamudas surgió como consecuencia de 
la busqueda, a gran escala, de productos 
Químicos que fuesen activos frente a enter- 
medades infecciosas өп animales de experi: 
mentación. En la Compañía Química Bayer 
еп Alemania, Domag ensayó una gran can- 
tidad de compuestos orgánicos sintéticos, 
principalmente colorantes, por su capacidad 
Para curar infecciones estreptocócicas en ra- 
tones. El primer compuesta activo fue el 
Prontosil, que era activo en los ratones pero 
по tenía actividad sobre los estreptococos 
cultivados en el tubo de ensayo. Domag des- 
cubrió que, en el cuerpo del animal, el Pro- 
поіови se degradada a sultanilamida y éste 
га verdaderamente el agente acto, Un pro- 
rama de síntesis basado en la estructura de 
la sultanilamida dió como resultado la pro- 
ducción de una gran cantidad de medica- 
mentos activos. Posteriormente en Inglaterra, 
D. D. Woods demostró que el ácido p-amino- 
benzoic contrarestaba especificamente la 


La microbiología y las «balas mágicas» 


acción Intíbidora de la sulfanitamida y que 
los estreptocacos requerían el ácido pami- 
побепгоксо para su crecimiento. Esto con- 
dujo al concepto de análogo de actor de 
crecimiento, que permitió alos químicos pro- 
Seguir ia síntesis de una gran variedad de 
agentes químicos quimioterapéuticos. 

A pesar del дхйо de las sullamidas en el 
control do las infecciones estreptocócicas, la 
mayoria de las enlermedades intecciosas 
айп no estaban bajo control, El descubri- 
miento del primer antibiótico —а peniciina— 
рог Alexander Fleming, un médico escocés 
dedicado ala investigación en el Hospital St. 
Mary de Londres, proporciono a los invest- 
gadores una nueva fuente de compuestos 
antimicrobianos. Los antibióticos eran com- 
Puestos completamente nuevos que no se 
habian detectado anteriormente en la natu- 
raleza. Parece ser que, para poder compatir 
соп éxito por las fuentos limitadas de nu- 
tientas y enorgía, muchos microorganismos 
producen y secretan uno о más compuestos 
léxicos para Jos competidores microbianos 
өп ol ambienta (vdase Sección 1224). El pr- 
mer trabajo de Fleming sobre la penicilina, 
Publicado an 1929, empieza de esto modo: 


Mientras trabajaba con variantos de 
estaflococos abandone sobre la mesa del 
laboratorio una serie de placas de oulivo 
y las tui examinando de vez en cuando. 
Para poder examinarias, estas placas sø 


те. las colonias de estaflococos se hacian 


Fleming caracterizó el producto у, como. 
lo producía un hongo del género Penicillium, 
le dû el nombre de ропсйла, Sin embargo, _ 
$u abajo по incluyo un proceso para la pro 
осоп a gran escala, гі demostro que la po- 
cla ese lectiva өп el Irntamiento do on- 
lermedades infecciosas, Esto lo hizo, en 
1939, un grupo de cientlicos brtánicos en la 
Universidad de Oxford, dirigidos por Howard 
Florey. motivados en parte por la inminente 
Segunda Guerra Mundial y el conocimiento | 
бе que las enfermedades infecciosas oran la 
principai causa de muerta do los soldados on 
el campo de batalla. Florey y sus colabora- 
dores desarrolaron métodos para ol алайа. 
y ensayo de la poniciina, y para su produc- 
ción en grandes cantidades. Luego, proce- 
dieron a ensayar la peniciina өл infecciones 
bacterianas en soros humanos. La peniolina 
tue espoctacalarmente más ofcaz өп ol con- _ 
trol de las infecciones рог estaflococos y 
pnaumococos: y también fue más electiva an 
las infecciones estreplocócicas que las sulta- 
midas. Con el agravamiento de la guerra on 
Europa, en 1941 Florey levê а Estados Un- 
бов los cultivos del hongo productor da la pa: 
тїейпа. Persuadió al gobierno de Estados 
Unidos para que crease un programa de 
investigación а gran escala, aunando los es- 
tuerzos conjuntos de la industria tarmacóuti- 
са, el Departamento de Agricultura de USA 
өп ви laboratorio de Peoria, inci, y varias 
"Universidades. Al final de la Segunda Guerra 
Mundial, se disponía de grandes cantidades 
бе penilicina tanio para el uso mitar como 
ом. Una vez finalizada la guerra, las compar 


rápido y espectacular, y el impacto an la mæ- 
dicina extraordinario. La mortalidad yla mot- 
bilidad intanties se redujeron snormemente, 
у muchas enfermedades que tenían elevadas 
tasas de mortalidad son ahora 
poco más que curiosidades mádeas. ш 
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RETAZOS соо ө acción animacion de algunos agentes ачаар seleccionados 


Anélogos de los factores de crecimiento 
nla Sección 5.1 definimos los factores de crecimiento como 
“sustancias químicas específicas que se requieren en el me- 
dio de cultivo porque los microorganismos no pueden sin- 
etizarlas. Una sustancia relacionada o parecida а un factor 
de crecimiento, pero que bloquea la utilización de dicho 
factor, se denomina análogo del factor de crecimiento, Los 
“análogos de los factores de crecimiento son compuestos 
Sintéticos estructuralmente similares a los factores de cre- 
‘miento en cuestión, pero que poseen diferencias estruc- 
turales sutiles que les impide realizar (duplicar) la función 
del factor de crecimiento natural en la célula. Además de los 
hálogos de los factores de crecimiento bacterianos, de los 
tratamos ahora, existen varios análogos de los factores 

crecimiento que son activos en el tratamiento de infec 
es víricas y fúngicas, de los que trataremos en las Sec- 
20.10 y 20.11 


"Las sulfamidas fueron los análogos de factores de creci- 
lento que más se utilizaron en un principio para inhibir 
pecíficamente el crecimiento de las bacterias (véase 


20.16). La sulfamida más simple es la selfanilamida 
jura 20,164). La sulfanilamida es un análogo del ácido 
obenzoico (Figura 20.16b) que, a su vez, forma parte 
[ácido fólico (vitamina) (Figura 20.16c). La sulfanilamida 


actúa bloqueando la síntesis del ácido fólico, un precursor 
ácido nucleico. La sulfanilamida es activa en Bacteria 

о no en animales superiores, debido a que las Bacteria 

su propio ácido fólico, mientras que los anima- 
superiores obtienen el ácido fólico de su dieta. La re- 

ja a la utilización clínica de los derivados de la 
fanilamida, las sulfonamidas, es muy común, debido a 
Bacteria resistentes han desarrollado la capacidad de 

lizar fuentes exógenas de ácido fólico sintetizado (Sec- 


análogos de los factores de crecimiento 
телі se conocen análogos de varias vitaminas, ami- 
ácidos, purinas, pirimidinas y otros compuestos. Estos 


análogos se parecen a diversos compuestos que se encuen- 
tran en diversos organismos, como muchos eucariotas y vi- 
rus. Un importante ejemplo de un análogo de factor de 
crecimiento muy utilizado en medicina es la isoniazida (véa- 
se Figura 26.5). La isoniazida tiene un espectro de acción 
muy estrecho (Figura 20.15) y sólo es eficaz. frente a Мис 

bacterium tuberculosis, interfiriendo la síntesis de los ácidos 
micólicos, material específico de la pared celular de las mi- 
cobacterias. El compuesto sintético, un análogo de la nicoti- 
namida (vitamina) ha sido el fármaco, de utilización única, 
más eficaz en el control y tratamiento de la tuberculosis 
(Figura 20.15, véase Sección 26.5). En los ejemplos que se 
muestran en la Figura 20.17, los análogos se han sintetizado 
por adición de un átomo de flúor o de bromo. El flúor es un 
átomo relativamente pequeño y no afecta a la estructura ge 
neral de la molécula, pero cambia suficientemente las pro- 
piedades químicas como para que el compuesto no actúe de 
forma normal en el metabolismo celular. El fluorouracilo se 
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(6) Acido p-aminabenzalco 
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(6) Acido fólico. 


(a) La sulla más sencila, la sulfanilamid. (b) La su 
Taniarida es un análogo del ácido p-aminobenzoico, que a su vez 
forma parte del ácido fólico (с), que es un factor de crecimiento (базе 
Sección 5.1 donde se explican los factores de crecimiento). 
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Factores de crecimiento y andlogos estructuralmen- 
te similares. 


parece al uracilo, una base del ácido nucleico; el bromoura- 
cilo es similar a otra base, la timina. Los análogos de los fac- 
tores de crecimiento que se parecen a los ácidos nucleicos se 
usan en el tratamiento de infecciones víricas y fúngicas, así 
como de mutágenos (облвеќбессіопез 20.10, 20.11 y 103). 


Quinolonas 

Las quinolonas no son análogos de factores de crecimien- 
to, sino una clase de antibióticos sintéticos que interaccio- 
пап con la DNA girasa bacteriana impidiendóYue la girasa 
produzca un DÑA bacteriano superenrollado, necesario 
рага el empaquetamiento del DNA en la célula bacteriana 
(véase Sección 7.3). El ácido nalidíxico ез la quinolona pro- 
totipo (Figuras 20.12 y 20.13). Los derivados fluoroquino- 
lónicos del ácido nalídíxico (quinolona de 1* generación), 
сото el norfloxacino y el ciprofloxacino (quinolonas de 2° 
generación) (Figura 20.18) se utilizan habitualmente en el 
tratamiento de infecciones del tracto urinario en humanos. 
El ciprofloxacino también es el tratamiento de elección para 
las infecciones causadas por las cepas resistentes a penici- 
lina de Bacillus anthracis, agente etiológico del carbunco (án- 
trax maligno) (véase Sección 25.11). Dado que la DNA girasa 
se encuentra en todas las Bactería, las fluoroquinolonas son 
eficaces en el tratamiento de las infecciones por bacterias 
Стат positivas y Gram negativas (Figura 20.25). Las fluo- 
roquinolonas también se usan industrialmente en la cría de 
terneros y pollos para evitar infecciones respiratorias. 


Estructura del cprofloxacino, una quinolona Losi 
del ácido nalidixico (Figura 20.12) son más solu 
que el ácido naidixico y alcanzan niveles clínicamente terap 
sangre y tejidos. El ciprofloxacino se usa en el tratamiento de las 
fecciones del tracto urinario y en el carbunco producido por cap 
Bacillus anthracis resistentes a penicili. 


/_20.6 Revisión de conceptos 


Los quimioterápicos síntéticos tienen toxicidad selectiva p 
Bacteria y pueden usarse por vía interna. Los análogos de 
tores de crecimiento como la sulfanilamida son inhibidores 

tabólicos sintéticos. Las quinolonas inhiben la actividad d 

ОМА grasa en Barteria. 

Y Señale al menos dos características que diferencien los 
tes quimioterapéuticos sintéticos de los antisépticos y 
sinfectantes. 

¿Qué se entiende por toxicidad selectiva? 


puestos químicos sintéticos. Constituyen una de las 
más importantes de sustancias producidas por procesos т 
crobianos a gran escala. La producción industrial de 
bióticos se comentará en el Capítulo 30. 


Dianas de antibióticos 

Se ha descubierto un gran número de antibióticos, pero y 
nos del 1% tienen aplicación en medicina. No obstante, 
antibióticos han tenido un sustancial impacto en el tra 
miento de las enfermedades infecciosas. Por otra parte, 
muchos antibióticos se ha mejorado su eficacia modifi 
dolos químicamente en el laboratorio; son los llamados: 
tibióticos semisintéticos.. 


a los antibióticos que las Bacteria Gram negativas, a 
algunos antibióticos sólo actúen en Bacteria Gram 
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limitado puede ser de gran valor en el control de mi- 

 ervorganismos que no son sensibles a otros antibióticos (o 

jan de serlo). Un ejemplo es la vancomicina, un glico- 

éptido bactericida que actúa frente a Bacteria Gram posi- 

de los géneros Staphylococcus, Bacillus y Clostridium 
520.12, 20.13 y 20.15). 

Los antibióticos y otros agentes quimioterapéuticos pue- 

den agruparse según su estructura química (Figura 20.12) 

¡su mecanismo de acción (Figura 20.13). En Bacteria, las 

importantes para la acción de los antibióticos son la 

ed celular (por ejemplo, vancomicina), la membrana ci- 

la biosíntesis de las proteínas 

macrólidos y tetraciclinas) y la síntesis de los ácidos 

(rifampicina). Aquí expondremos brevemente los 

canismos para inhibir la síntesis de las proteínas y la 

ipción. 


s antibióticos inhiben la síntesis de las proteínas 
¡onando con el ribosoma (Figura 20.13). Estas inter- 

бопе son muy específicas y muchas implican al RNA. 
ов de estos antibióticos se usan en la práctica médi- 
tros son eficaces como herramientas en la investigar 

Bön porque inhiben específicamente pasos determinados 
pla síntesis de proteínas (véase Sección 7.15). Por ejemplo, 
estreptomicina inhibe la iniciación de la cadena proteica, 
iras que la puromicina, el cloranfenicol, la ciclohexi- 

y la tetraciclina inhiben la elongación. Aun cuando dos 
tibióticos inhiban el mismo paso en la síntesis de prote- 


los mecanismos de inhibición pueden ser muy dife- 


es. Por ejemplo, la pueromicina J sitio А en el 

а y la cadena polipeptídica que se está formando se 

беге a la puromicina en lugar de al complejo amino- 

RNA de transferencia. El complejo puromicina-pép- 

lose libera entonces del ribosoma, deteniendo la elon- 

Gûn prematuramente. Por el. contrario, el cloranfenicol 

Ja elongación bloqueando la formación de la unión 
рій 

Muchos antibióticos inhiben específicamente los riboso- 

de los organismos solamente de uno o dos de los do- 

filogenéticos. Por ejemplo, el cloranfenico] y la es- 

іла son específicos para los ribosomas de Bacteria, 

Inlentras que la cicloheximida sólo afecta a los ribosomas 

Eukarya, Dado que las mitocondrias y los cloroplastos 

ribosomas de tipo procariótico, los antibióticos que in- 

la síntesis proteica en Bacteria, también inhiben dicha 

5 en estos orgánulos (véase Sección 14.4). Algunos de 

ов antibióticos, como la tetraciclina, tienen aplicación dí- 

porque las mitocondrias eucarióticas no se ven afecta- 

¡alas concentraciones que se usan en la terapia antimi- 


cos que afectan a la RNA polimerasa 
Algunos antibióticos inhiben específicamente la síntesis de 
ÍA (véanse Sección 7.8 y Figura 20.13). Por ejemplo, las ri- 
as y estreptovaricinas inhiben la síntesis de RNA 
doa la subunidad В de la RNA polimerasa. Estos an- 

son especificos para Bacteria, cloroplastos y mil 
в. La actinomicina inhibe la síntesis de RNA combi- 


nándose con el DNA y bloqueando la elongación del RNA. 
La actinomicina se une más fuertemente al DNA en los ра- 
res guanina-citosina, situándose en el surco principal de la 
doble cadena donde el RNA se está sintetizando. 

Algunos de los antibióticos más utilizados actúan 
rectamente sobre estructuras características, como las pa- 
redes celulares, que son específicas de los procariotas. 
Expondremos algunos de estos antibióticos y sus dianas de 
acción en la siguiente sección. 


/_20.7 Revisión de conceptos 


Los antibióticos son un grupo químicamente diverso de com- 
puestos bactericidas o bacteriostáticos producidos por diversos 
microorganismos. La mayoría de los antibióticos actúan inhi 
biendo la síntesis de proteínas, la transcripción о la síntesis de 
la pared celular en determinados organismos. Aunque muchos 
antibióticos tienen aplicación clínica, otros no se usan ni еп el 
hombre ni en los animales. 


4  Diterencie antibióticos de análogos de factores de crecimiento. 
/ ¿Quées un antibiótico de amplio espectro? 


Antibióticos [S-lactámicos: 


Uno de los grupos más importantes de antibióticos, tanto 
desde el punto de vista histórico como médico, es el grupo 
felactámico. Los antibióticos p-lactámicos son las penici- 
linas, las cefalosporinas у las cefamicinas, todos ellos em- 
pleados en medicina. Todos estos antibióticos tienen una 
estructura característica, el anillo £-lactámico (Figura 20.19). 
Conjuntamente, las penicilinas y las cefalosporinas consti- 
tuyen alrededor de la mitad de todos los antibióticos que se 
producen en el mundo (Figura 20.14). La penicilina es pro- 
ducida por el hongo Penicillium chrysogenum, y la celalos- 
porina por el hongo Cephalosporium sp. (véase Sección 30.6). 


Tipos de 

El primer antibiótico £-lactámico descubierto, la penicilina 
G (Figura 20.19), es activo frente a Bacteria Gram positivas 
ante todo. Su actividad se restringe a Bacteria Gram positi- 
vas principalmente porque las Bacteria Gram negativas зоп. 
impermeables al antibiótico. No obstante, las penicilinas 
semisintéticas se han venido desarrollando e introducien- 
Чо constantemente, de modo que muchas de ellas воп muy 
eficaces frente a Bacteria Gram negativas, 

La Figura 20.19 muestra las estructuras complejas de al- 
gunas de estas penicilinas nuevas. Las modificaciones en 
la estructura básica de la penicilina G cambian las propie- 
dades de los antibióticos resultantes, Por ejemplo, la ampi- 
clina y la cerbenicilina son penicilinas semisintéticas que 
tienen mayor espectro de acción, incluyendo algunas Bac- 
teria Gram negativas. Las diferencias estructurales en los 
grupos N-Acilo de estas penicilinas semisintéticas hacen 
que éstas puedan transportarse al interior de la membrana 
externa de las Gram negativas (oénse Sección 4.9), donde 
inhiben la síntesis de la pared celular. Obsérvese también 
que la penicilina С es sensible a £lactamasa, una enzima 
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| Figura 20.19 Estructuras де algunas penicinas imporantes. La 
fecha roja (panel superior) muestra el sitio de acción de la mayoría de 
las piactamasas. 


producida por numerosas Bacteria resistentes a penicilina 
(véase Sección 20.12). Las penicilinas semisintéticas oxacili- 
па y meticilina son muy útiles porque son resistentes a f- 
lactamasa. 


Mecanismos de acción 
Los antibióticos f-lactámicos son potentes inhibidores de 
la síntesis de la pared celular. Como se comentó en las Sec- 
ciones 48 y 6.2, una de las características importantes de la 
síntesis de la pared celular es la reacción de transpeptida- 
ción, que da como resultado el entrecruzamiento de dos ca- 
denas de peptidoglicano. Las enzimas que realizan este 
y, las tr tidasas, también son capaces de unirse a 
E ee er E 


tinúa formándose pero ya no se entrecruza y se debilita 
progresivamente a medida que el esqueleto de рери 

cano se va depositando. Además, el complejo antibiótico. 
PBP estimula la liberación de autolisinas que digieren la pa- 
red celular existente. Сото resultado la pared celular se 
bilita y finalmente se degrada. En condiciones normales, las 
diferencias de presión osmótica entre el interior de la célt. 
la y el exterior lisan la célula. A diferencia de la peni 

la vancomicina, un glicopéptido (Figura 20.12), no se unea 
PBPs pero actúa directamente en el péptido terminal D-ala- 
ninan-alanina en los precursores del peptidoglicano (véase. 
Sección 62), bloqueando la transpeptidación. Dado que la 
pared celular y su mecanismo de síntesis son únicos de Ba 
teria, los antibióticos f-lactámicos tienen una especificidad 
muy elevada y nos son tóxicos para las células del hospe- 
dador. Sin embargo, debido a las configuraciones estructu- 
rales complejas de estos antibióticos, algunas personas 
desarrollan alergias importantes a algunos componentes £- 
lactámicos después de tratamientos repetidos con esta te 
rapia antibiótica. Estas alergias pueden poner en peligro la 
vida de las personas que las padecen (vénse Sección 22.13). 


Las cefalosporinas son otro grupo de antibióticos con im- 
portancia clínica que también contienen el anillo 8-асій- 
mico. Difieren estructuralmente de las penicilinas en que 
tienen un anillo dihidrotiazínico de 6 átomos, en lugar del 
anillo tiazolidínico de 5 átomos de las penicilinas. Las ce- 
falosporinas tienen el mismo mecanismo de acción que las 
penicilinas; es decir, se unen irreversiblemente a las PBPs e 
impiden el entrecruzamiento de las cadenas de peptidogli- 
cano. Las cefalosporinas importantes en medicina son an- 
tibióticos semisintéticos que generalmente tienen un 
espectro de acción más amplio que las penicilinas y, а me- 
nudo, son más resistentes a las enzimas que destruyen los 
anillos B-lactámicos, las £-lactamasas. La ceftriaxona por 
ejemplo, (Figura 20.12), una cefalosporina de 3* generación 
арбалет UZRA es muy reitenle a lns Û taa 
y, actualmente, ha remplazado a la penicilina como anti- 
biótico de elección en el tratamiento de las infecciones de- 
bidas a Neisseria gonorrhoeae (véanse Sección 20.12 y Sección 
26.12), dado que muchas cepas de N. gonorrhoeae han desa- 
rrollado f-lactamasas que cortan el anillo f-lactámico de 
Таз penicilinas. 


/_20.8 Revisión de conceptos 

Los compuestos f-lactmicos son los antibióticos más impor- 
tantes usados en clínica, Este grupo incluye las penicilinas y las 
cefalosporinas. Dichos antibióticos son específicos para las en- 
zimas que catalizan la síntesis de la pared celular de Bacteria y, 
сото grupo, son muy poco tóxicos para el hospedador y tienen 
un espectro de acción muy amplio. 

4. Dibuje la estructura del anillo £-lactámico. 

4. ¿Cómo actúan los antibióticos BHactámicos? 


os antibióticos son activos frente a procariotas pero 


son producidos por procariotas. Tal es el caso de los 

glicósidos, los macrólidos y las tetraciclinas. Muchos 

de estos antibióticos tienen importantes aplicaciones clíni- 
y por ello trataremos sus propiedades generales aquí. 


'amimoglicósidos son antibióticos que contienen amino- 
unidos por enlaces glicosídicos (véase Sección 3.3) а 
aminoazücares. Muchos antibióticos usados en medi- 
son aminoglicósidos, como la estreptomicina (Figura 
2) y sus compuestos relacionados, la kanamicina (Figura 

20), la gentamicina y la neomicina. Los aminoglicósidos ac- 
inhibiendo la síntesis de proteínas en la subunidad 305 
'mbosoma (Figura 20.13). Los antibióticos aminoglicosí- 

сов se utilizan en clínica frente a Bacteria Gram negativas. 
úestreptomicina también se ha usado ampliamente en el 
iento de la tuberculosis. Históricamente, la utilización 
lû estreptomicina para el tratamiento de la tuberculosis 
puso un importante avance médico, ya que fue el primer 

biótico capaz de controlar dicha enfermedad infecciosa. 
embargo, ninguno de los amiglicósidos se usa de forma 
eralizada actualmente y, en total, sólo suponen el 3% 
oximadamente de todos los antibióticos producidos y 
dos (Figura 20.14). La estreptomicina ha sido remplaza- 
¡por varios compuestos químicos sintéticos en el trata- 
de la tuberculosis, porque produce importantes 
elos adversos y rápidamente aparece resistencia bacte- 
fana, El empleo de aminoglicósidos en el tratamiento de in- 
ficciones por Gram negativos ha descendido debido al 
lo de penicilinas semisintéticas (use Sección 20,8) y 
letraciclinas (véase más adelante en esta sección). А 
mente se considera los aminoglicósidos como antibióti- 
ls de reserva para usarse principalmente cuando otros 
ticos dejan de ser activos. 


N-Acotitransterasa 


de modificación por una N-acetitransferasa, codificada en un piás- 
о de resistencia. 


Los macrólidos contienen grandes anillos lactona unidos 
a residuos de azúcar (Figura 2021). Se dispone de varia- 
ciones tanto en el anillo macrólido como en los residuos de 
azúcar, por lo que existe una gran variedad de estos anti- 
bióticos. El macrólido mejor conocido es la eritromicina, pero 
también la oleandomicina, la espiramicina y la tilosína, Todos 
los macrólidos suponen el 11% de la producción mundial de 
antibióticos con aplicación en clínica (Figura 20.14). La eri- 
tromicina actúa como inhibidor де la síntesis de proteínas 
en la subunidad 505 del ribosoma (Figura 20.13). Clínica- 
mente, la eritromicina se utiliza en lugar de la penicilina en 
pacientes alérgicos a la penicilina u otros antibióticos f-lac- 
támicos. La eritromicina es especialmente útil en el trata- 
miento de la legionelosis (véase Sección 28.7), dado que 
Legionella pneumophila es sensible a este antibiótico. 


Tetraciclinas 

Las tetraciclinas son un grupo importante de antibióticos 
de amplia aplicación médica en humanos. Fueron algunos 
de los primeros antibióticos de amplio espectro e in 

casi todas las Bacteria Gram positivas y Gram negativas. La 
estructura básica de las tetraciclinas consiste en un sistema 
de anillos de naftaceno (Figura 20.20). La estructura básica 
del anillo de naftaceno puede estar sustituida en diferentes 
posiciones para dar lugar a nuevos análogos de tetracicli- 
na. La clortetraciclina, por ejemplo, tiene un átomo de cloro, 
mientras que la oxitetracicina tiene un grupo hidroxilo (OH) 
adicional y no tiene cloro (Figura 20.22). Estos tres antíbió- 
ticos se producen microbiológicamente, pero también hay 
tetraciclinas semísintéticas con sustituciones sintéticas en 
el sistema de anillos de naftaceno. Como la eritromicina y 
los aminoglicósidos, la tetraciclina es un inhibidor de la sin- 
tesis de proteínas; interfiere con la función de la subunidad 
308 del ribosoma (vénse Figura 20.13). 

Las tetraciclinas y los antibióticos f-lactámicos son dos 
delos grupos de antibióticos más importantes utilizados en 
clínica. Las tetraciclinas también se emplean en veterinaria 
y, en algunos países, como suplemento nutricional para po- 
los y cesos Dado que el empleo abusivo delos asaltó 

ites en medicina, con otros fines además del 
cinico ha dado lugar a la aparición generalizada de resis- 
tencias a antibióticos, actualmente de desaconseja su utili- 
zación con otro fin que no sea el médico (vénse Sección 2012). 
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/_20.9 Revisión de conceptos 


Los aminoglicósidos, macrólidos у tetraciclinas son moléculas 
estructuralmente complejas producidas por procariotas, y son 
activos frente a otros procariotas. La eritromicina y varias te- 
traciclinas se usan ampliamente en medicina clínica 


Y ¿Cuáles son las fuentes biológicas de los aminogticósidos, te- 
traciclinas y macrólidos? 

/ ¿Cuál es el mecanismo de acción de cada una de estas tres 
clases de antibióticos? 


IV CONTROL DE VIRUS Y DE 
PATÓGENOS EUCARIÓTICOS 


Los fármacos que controlan el crecimiento de los virus y de 
los patógenos eucarióticos, como los hongos, a menudo 
afectan a las células del hospedador eucariótico. Como con- 
secuencia, sólo los compuestos que afectan preferente- 
mente a las rutas metabólicas específicas del patógeno o 
sus componentes estructurales son útiles para tratar estas 
infecciones, Existe un número limitado de dichos fárma- 
сов y aqui expondremos el mecanismo de acción de algu- 
nos de ellos. 


HE. 


Los virus usan sus hospedadores eucarióticos para repro- 
ducirse y realizar sus funciones metabólicas (véase Capítu- 
109). Dado que el hospedador y el virus utilizan la maqui- 
тага metabólica y de reproducción, y las estructuras del 
hospedador, los esfuerzos por controlar los virus con fár- 
macos frecuentemente son tóxicos para el hospedador. No 
obstante, algunos agentes son más tóxicos para los virus 


que para el hospedador, y algunos agentes producidos pi 
el hospedador especificamente actúan sobre los virus. 


Quimioterápicos antivíricos 
Dado que las funciones y las estructuras víricas están tan in 
tegradas en las funciones de la célula del hospedador, с 
los agentes antivíricos no se ha alcanzado el mismo éxit 
que el obtenido en la terapia contra las bacterias, con antl 
bióticos muy selectivos; sin embargo, gracias al esfuer 
realizado por encontrar medidas eficaces para controlar: 
SIDA (véase Sección 26.14), se han conseguido algunos: 


Los agentes más eficaces y utilizados en la quimiote 
rapia antivírica son análogos de nucleósidos (Tabla 20.5) 
El primer compuesto que tuvo una aceptación general 
esta categoría fue la zidovudina, o azidotimidina ( 
El AZT inhibe los retrovirus tales como el virus de la in 
munodeficiencia humana (НГУ), el agente etiológico d 
SIDA (véase Figura 26.38). La azidotimidina está relacio 
nada químicamente con la timidina pero es un derivado 
didesoxi-, que carece del grupo hidroxilo 3’. El AZT i 
hibe la multiplicación de los retrovirus bloqueando la 
tesis del ОМА intermediario (transcripción reversa) y 
lleva a la inhibición eficaz de la multiplicación del HIV. 
han desarrollado otros análogos de nucleósidos para 
tratamiento del HIV, con mecanismos similares, como! 
muestra en la Tabla 20.5, Casi todos los análogos de nu 
eleósidos, o nucleósidos inhibidores de la transcriptasa rew 
за (МЕТІ, nucleoside reverse transcriptase inhibitors), tio 
el mismo mecanismo de acción: inhiben la elongación d 
la cadena del ácido nucleico del virus a nivel de la p 
merasa de ácidos nucleicos de la célula hospedadora. D 
bido a que la diana de acción es la función replicativa nor 
mal de la célula hospedadora, estos compuestos с 
siempre son tóxicos para el hospedador; otros pierden 
potencia antivírica con el tiempo por la emergencia de 
rus resistentes a antivíricos (véase Sección 26.14). El а 
logo de nucleótido cidovir funciona del mismo modo (Tas 
bla 20.5). 

Otros compuestos químicos actúan a nivel de la poll 
merasa vírica. Éstos son la nevirapina, un inhibidor no 
cleósido de la transcriptasa reversa que se une directamer 
la transcriptasa reversa е inhibe su acción posterior ell 
do fosfonofórmico, que actúa como un análogo del fosfata 
inorgánico, inhibiendo el enlace internucleotídico; y la 
famicina, un antibiótico que se une e inhibe а la RNA рой 
merasa. 

Una clase relativamente nueva de fármacos antiví 
son los inhibidores de la proteasa (PI) (Tabla 20,5), Е 
fármacos son 


procesamiento de los poli 
tidos víricos y la maduración de los virus (vénse 
26.14 y Sección 20.13). 


Interferón 
Los interferones son sustancias antivíricas producid 
por muchas células animales en respuesta a la inf 
por ciertos virus. Son proteínas de bajo peso mol 
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Didanosina (didesoxiinosina o ddl) 


Inhibidores de la transcriptasa reversa. 


Herpesvirus, virus vaccinia, virus de la hepatitis В. 
ну" 


Lamivudina GTC) HIV, virus de la hepatitis B 
Estavudina (АТ) HIV 
Zalcitabina (44C) HIV 
Zidovudina (AZT) (otase Figura 2629) HIV 
Ribavirina Bloques el RNA virico (capping) Virus respiratorio sincital, influenzaviras A y B, 
Vius Lassa 

Aminas sintéticas 
Amantadina Bloques la decapsidación del virus Influenzaviras А 
Rimantadina Influenzaviras A 
Anélogo de nucleótidos 
Cidofovir Inhibidor de la polimerasa virica Citomegalovirus, herpesvirus 
Алдоо de fosfato 
Додо fostonofórmico (Foscamet) Inhibidor de la polimerasa vírica Herpesvirus, HIV, virus de la hepatitis B 
Inhibidor no nucleosídico dela 

lranscriptasa reversa (NNRTI) 
Nevirapina Inhibidor de la transcriptasa reversa ну 
Inhibidor de la RNA polimerasa 
Rifamicina Inhibidor de la RNA polimerasa окуи, vinus vaccinia 
Inhibidor de la proteasa 
indinavir (Figura 2027) Inhibidor de la proteasa ну 
Ritonavir HIV 
Saquinavir (Figura 2027) HIV 
Nelfinavir ну 
Abacivir HIV 
Lopinavir ну 

Induce las proteínas que inhiben la Amplio espectro (especifico del hospedador) 


replicación vírica 


17000 Dalton) que impiden la multiplicación" Vírica en 
normales estimulando la producción de proteínas 
ivíricas. Los interferones de las células infectadas por 
interaccionan соп los receptores de las células по 
дав y promueven la síntesis de las proteínas anti- 
que impiden la posterior infección del virus. Exis- 
tres tipos de moléculas: IFN-a (interferón а), produ- 
por leucocitos; ТЕМ-В (interferón В), producido por 
lastos; у IEN-y (interferón y), producido por célu- 
¡del sistema inmunitario llamadas linfocitos (véase Sec- 
23.10). Estos tres tipos son inhibidores víricos efica- 
Inicialmente fueron descubiertos durante el estudio 
la interferencia vírica, fenómeno en el que la infección 
un virus interfiere con la infección posterior por otro 
de ahí el apelativo de interferón. Los interferones 
sintetizan en respuesta a virus, ácidos nucleicos víricos 
inactivados por radiación. El interferón se pro- 
еп mayor cantidad en células infectadas con virus 


poco virulentos (virulencia baja), pero ве produce poco 
frente a virus muy virulentos. Parece ser que estos últimos 
(virus muy virulentos) inhiben la síntesis proteica de la 
célula antes de que se produzca cualquier interferón, La 
síntesis de interferón también se induce por varias molé- 
culas de RNA de doble cadena, naturales o sintéticas. 
Dado que el RNA de doble cadena no existe en células 
то infectadas, aunque sí como forma replicativa en la cé- 
lulas infectadas por virus, la presencia de RNA de doble 
cadena puede servir como señal de infección vírica en la 
célula animal y estimular el sistema de producción dein- 
terferón. 

Los interferones no son específicos del virus sino del 
hospedador. El interferón producido por un miembro de 
una especie reconoce los receptores específicos sólo en 
células de la misma especie; por tanto, el interferón que 
produce un tipo de animal (por ejemplo, el pollo) en res- 
Puesta al virus de la influenza inhibe la multiplicación de 
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otros virus en la misma especie, pero no tiene ningún efec- 
to sobre la multiplicación de ningún virus en otras espe- 
cies animales. 

Los interferones son interesantes como posibles antiví- 
ricos y agentes ant igenos. Actualmente se dispone de 
varias preparaciones de interferones recombinantes apro- 
badas. No obstante, la utilización de los interferones como 
agentes quimioterapéuticos generales no está muy exten- 
dida porque el interferón debe administrarse localmente, 
en concentraciones elevadas, para que estimule la produc- 
ción de las proteínas antivíricas en las células no infecta- 
das del hospedador, Por tanto, la utilidad clínica de estos 
agentes antivíricos depende de la posibilidad de suminis- 
trar el interferón en áreas localizadas del hospedador me- 
diante inyecciones o aerosoles. Por otra parte, las señales 
de estimulación propias del interferón (.2. la estimulación 
con ácidos nucleicos, virus atenuados (no virulentos) e in- 
cluso nucleótidos sintéticos) que se den a las células del 
hospedador previamente а la infección vírica podrían con- 
seguir la misma finalidad. 


/_20.10 Revisión de conceptos 


Los virus utilizan la maquinaria metabólica y biosintética de 
la célula hospedadora para replicarse; sin embargo, varias en- 
zimas víricas específicas y algunos procesos pueden inhibirse 
con agentes quimioterapéuticos que interrumpen la replica- 
«ión vírica, Los antivíricos clínicamente eficaces son análogos 
Че nucleósidos que actúan inhibiendo las polimerasas de los 
nucleótidos víricos. Otros agentes, como los inhibidores de la 
proteasa, interfieren con los procesos de maduración de los 
virus, Las células del hospedador también producen protei- 
nas antivíricas llamadas interferones, que detienen la replica- 
ción vírica 


Y ¿Porqué hay tan pocos antivíricos eficaces? 

Z ¿Qué pasos del proceso de maduración del virus inhiben 
los análogos de nucleósidos?, ¿y los inhibidores de la pro- 
teasa?, ¿y los interferones? 


ШЦ» .____ 


Сото los virus, la quimioterapia eficaz de los hongos tam- 
bién plantea problemas especiales. Dado que los hongos 
pertenecen al dominio Eukarya, la mayor parte de su ma- 
quinaria celular es la misma del hombre y los animales, por 
lo que los agentes quimioterapéuticos que afectan rutas me- 
tabólicas en hongos a menudo interfieren con las corres- 
pondientes rutas en las células hospedadoras; de ahí la 
toxicidad de estos medicamentos. Por esta razón, muchos 
antifúngicos sólo pueden administrarse por vía tópica (su- 
perficial). No obstante, algunos fármacos son selectiva- 
mente tóxicos para los hongos. Los medicamentos para el 
tratamiento antifúngico van adquiriendo mayor impor- 
tancia a medida que las infecciones fúngicas en individuos 
inmunosuprimidos van siendo más graves (véanse Seccio- 
nes 26.14 y 27.7). A continuación, consideraremos detalla- 
damente la toxicidad selectiva de algunos tipos de com- 
Puestos químicos eficaces frente a hongos. 


Inhibidores del ergosterol 

Dos grupos principales de compuestos antifúngicos 
interfiriendo con el ergosterol o inhibiendo su síntesis 

bla 20.6). En la mayoría de los hongos, el ergosterol 

plaza el colesterol que se encuentra en las membranas de las 


Otros medicamentos antifúngicos interfieren con est 

ras y funciones específicamente fúngicas (Tabla 20.6). 
ejemplo, la mayoría de las paredes celulares contienen qu 
tina, un polímero de N-acetilglucosamina que se e 


péuticos antifungicos. Dado que los hongos son células 
los antibióticos antibacterianos generalmente son ineficaces (frente 
hongos). 


20.12% RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS = 711 


TABLA 


Polienos Sintesis de ergosterol Amiotericina B Viaoral 
Análogos de ácidos nucleicos Sintesis de DNA S-Fluorocitosina Масла 
Poltoxinas Sintesis de quitina Polla A Аксы 
una Agricultura 
мое Sintesis de ergosterol Fluconazol Via oral 
Hraconazol Via oral 
Ketoconazol Via oral 
Chotrimazol Via tópica 
Miconazol Via tópica 
Voriconazni Via oral 
Alilaminas Sinten ы Terbenafina Via oral 
фа nicamente еп hongos e insectos (ose Sección 1725. Y RESISTENCIA А 
rias polioxinas inhiben la síntesis de la pared celular in- 
terfiriendo con la biosíntesis de la quitina. Aunque las po- ANTIMICROBIANOS Y 
lioxinas se usan como fungicidas en agricultura, ninguno de DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS 
los inhibidores de la síntesis de quitina se utiliza en clini- ANTIMICROBIANOS 


са. Otros fármacos inhiben la biosíntesis del folato, inter- 
бетеп con la topología del DNA durante la replicación o, 
¿como la griscofulvina, interfieren con la agregación de los 
microtúbulos durante la mitosis (обаче Sección 7.6). El aná- 
Поро del ácido nucleico 5-fluorocitosina es un inhibidor efi- 
az de la síntesis de ácidos nucleicos en hongos. Algunos 
“antifúngicos muy efectivos también tienen otras aplicaci 
тез; por ejemplo, la vincristina, la vinblastina y el toxol, son 
eficaces antifúngicos y también tienen propiedades anti- 
erigenas, 
Desafortunadamente y como se preveía, el empleo de 
tifúngicos ha dado como resultado la aparición de po- 
Jones de hongos resistentes y la emergencia de «nue- 
> patógenos fúngicos. Por ejemplo, especies de Candida 
habitualmente no son patógenas, ahora producen en- 


Candida patógenas resistentes а antifúngi- 
no pueden tratarse con ninguno de los antifúngicos que 
usan en la actualidad. 

А medida que la utilización de quimioterágicos au- 

mente, tanto antibacterianos como antifúngicos, también 

tarán las posibilidades de infecciones fúngicas opor- 

y la necesidad correspondiente de contar con nue- 
agentes específicos para el control de los hongos. 


20.11 Revisión de conceptos 


antifúngicos se clasifican en dos amplias variedades de ca- 
químicas. Como para los antivíricos, es difícil conse- 
una toxicidad selectiva en antifúngicos; pero existen 
quimioterápicos eficaces. El tratamiento de las infec- 
füngicas es uno de los retos sanitarios emergentes. 


¿Por qué hay muy pocos antibióticos antifúngicos que sean 
eficaces clínicamente? 


¿Qué factores contribuyen al aparente aumento de las in- 
fecciones fúngicas? 


La resistencia а los antimicrobianos es uno de los principa- 
les problemas cuando se trata con muchos de los microor- 
ganismos patógenos comunes. Aquí exploraremos algunas 
de las razones de dicha resistencia y presentaremos algu- 
nas de las estrategias seguidas para superar esa resistencia. 


ЕЖЕ Resistencia a antimicrobianos 


La resistencia a antimicrobianos es la capacidad adquirida 
de un organismo para resistir los efectos de un agente qui- 
mioterpéutico al que es sensible habitualmente La mayor 
parte de la resistencia a antimicrobianos es debida a genes 
de resistencia que se transfieren por intercambio genético, 
Para protegerse, los productores de antibióticos desarro- 
Шап mecanismos de resistencia que neutralizan o destru- 
yen sus propios antibióticos; los genes que codifican dichos 
mecanismos de resistencia pueden transferirse ocasional- 
mente a otros organismos. 


Mecanismos de resistencia 

No todos los antibióticos actúan frente а todos los micro- 
organismos. Algunos microorganismos son naturalmente re- 
sistentes (de forma natural) a algunos antibióticos, Hay va- 
rias razones por las que los тіс pueden tener 
una resistencia inherente a un antibiótico: (1) El organismo 
puede carecer de la estructura que inhibe el antibiótico; por 
ejemplo, algunas bacterias como los micoplasmas, carecen 
de una pared celular típica, por lo que воп resistentes a las 
Penicilinas. (2) El organismo puede ser impermeable al 
antibiótico; por ejemplo, la mayoría de las Bacteria Gram. 
negativas son impermeables a la penicilina G. (3) El orga- 
nismo puede alterar el antibiótico inactivándolo. Muchos 
estafilococos producen f-lactamasas que rompen el anillo 
Власіатісо de la mayoría de las penicilinas (Figura 2024). 
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(4) El organismo puede modificar la diana del antibiótico. (5) 
Por un cambio genético, la alteración puede tener lugar en 
una ruta metabólica que bloquea el antimicrobiano. El or- 
ganismo desarrolla entonces una ruta bioquímica resisten- 
te; por ejemplo, muchos patógenos desarrollan resistencia 
a sulfonamidas (vémse Sección 20.6 y Figura 20.16). La sul- 
fonamidas inhiben la producción de ácido fólico en Bacte- 
ría, pero las Bacteria resistentes modifican su metabolismo 
incorporando el ácido fólico ya sintetizado del medio, ob- 
viando así la necesidad de una ruta que pueda ser blo- 
queada por las sulfonamidas. (6) El organismo puede ser ca- 
paz de bombear hacia fuera un antibiótico que haya entrado 
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| ошта 20.24 Sts en оз que los antibióticos son atacados porer- 


zimas codificadas por genes en plásmidos Н. En los antibióticos ami- 
nogiicosidicos relacionados con la estreptomicina у que posean un 
grupo amino libre, la inactivación tene lugar por N-acetilaciôn (véase 
también Figura 20.20). 


еп la célula (eflujo) (caso de la tetraciclina). Algunos ejem- 
plos de resistencia bacteriana a antibióticos se muestran en 
la Tabla 207. 

Como se vio en la Sección 108, la resistencia a antibió- 
ticos puede ser genéticamente codificada por el microor- 
ganismo, bien en el cromosoma, bien en plásmidos, en los 
llamados plásmidos de resistencia factores R); los tipos espe- 
cíficos de resistencia tienen su base genética en una u otra 
localización (Tabla 20.7). Debido a la aparición de resisten- 
cias a antibióticos, debe determinarse la sensibilidad a an- 
tibióticos de las bacterias aisladas de muestras clínicas, 
usando para ello el método de la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) o el método de difusión en agar (Sección 
204 y Figuras 20.10 y 20.11). Los detalles sobre los tests de 
sensibilidad de los aislamientos clínicos se describen en la 
Sección 233. 


Mecanismos de resistencia mediados 


por plásmidos R 
En el laboratorio, frecuentemente se aíslan células resisten- 
tes a antibióticos a partir de cultivos que fueron sensibles a 


antibióticos. La resistencia de estos aislamientos suele de= 
berse a mutaciones en genes cromosómicos. Por otra parte, la 
mayoría de las bacterias resistentes a antibióticos aisladas 
de pacientes poseen los genes de resistencia en plásmidos 
R. El mecanismo de resistencia del plásmido R es diferen- 
te del de la resistencia cromosómica. En la mayoría de los 
casos, la resistencia a antibióticos mediada por genes cro- 
mosómicos aparece como una modificación de la diana de 
acción del antibiótico (por ejemplo, un ribosoma) 

Por el contrario, en la mayoría de los casos la resistencia 
plasmidica R se debe a la presencia en el plásmido R de ge- 
nes que codifican nuevas enzimas que inactiva el fármaco 
(Figura 20.24) o de genes que codifican enzimas que impi- 
den la ración del antibiótico o lo bombean fuera de 
la célula. Por ejemplo, una serie de antibióticos tiene estruc- 
turas químicas similares con unidades aminoglicosídicas. 
Entre los antibióticos aminoglicósidos están la estreptomi- 
cina, la neomicina, la kanamicina y la espectinimicina, Las 
cepas que tienen plásmidos R contienen enzimas que mo- 
difican químicamente los antibióticos, bien por fosforila- 
ción, acetilación o adenilación. El fármaco lo carece 
entonces de actividad antibiótica. En el caso de las penicili 
nas, la resistencia plasmídica R se debe а la formación de 
penicilinasa (£-lactamasa), que rompe el anillo £-lactámico, 
La resistencia al cloranfenicol mediada por plásmido R sur- 
ge por la presencia de una enzima que acetila el antibiótico. 
Muchos plásmidos К confieren resistencia a múltiples anti- 
bióticos porque un único plásmido R puede contener varios 
genes diferentes, cada uno de los cuáles codifica una enzi- 
ma diferente que inactiva al antibiótico. 


Origen de los plásmidos de resistencia 

Aunque no se dispone de una prueba específica sobre el 
origen de los plásmidos R de resistencia a múltiples antibió- 
ticos, varios hechos circunstanciales sugieren que los plás- 
midos R existieron antes de la era de los antibióticos. El uso 
generalizado de los antibióticos crea las condiciones selecti- 
vas para la dispersión de los plásmidos R con uno o más ge- 
nes de resistencia (véase el recuadro, «Usos no médicos de 
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TABLA 20.7 


Permeabilidad reducida Penicilinas Pscudomoras acruginosa 
билги тапсан 
Inactivación del antibiótico Penicilinas Staphylococcus aureus 
(por ejemplo, penicilinasa: байты тапсан 
enzimas modificadoras Nenei gonorrea 
como metilasas, acetilasas, Chorantenicot ирик auus 
y fostorilasas; Bacteria emténcas 
y otros) Aminogiicósidos Staphylococcus aureus 
Alteración de la diana (por ejemplo, Entromicina Cromosoma Staphylococcus aureus 
RNA polimerasa, rifamicina. Ritamicina Bacteria атсаз 
ribosoma, eritromicina y Estreptomicina Билети entéricas 
estrepiomicina; ОМА рава, Norfloxacino Bacteria emtéricas 
quinolonas) Staphylococcus aureus 
Desarrollo de una ruta bioquimica Solfonamidas Cromosómica Bacteria мепсн 
resistente Staphylococcus aureus 
Elo (bombeo hacia el exterior de Tetracicinas Prasmidica Bacteria enteras 
la célula) Соает Cromonómica Staphylococcus шты 
Ваиз subes 
Usos no médicos de los antibióticos 


ов antibióticos han venido siendo am- 
piamente utlizados con otros fines 
que los médicos en Estados Unidos y otros 
paises desarrollados, como suplementos de 
los plensos en la alimentación de los anima- 
los, La adición de pequeñas cantidades de 
antibióticos а los piensos estimula el cci- 
miento de los animales, acortando el perio- 
do requerido para la venta de los mimos. Por 
ejemplo, la adición de unos 55 miligramos. 
(по) de penicilina por kilo de penso para po- 
los (25 mg de penicilina por ха de pienso). 
Ahorra al año unos 900 millones por kg (2000 
millones por lb) de piensa, porque el au- 
mento de peso ез más rápido у la eficiencia. 
do la alimentación өв mayor. Probablemen- 
te los antibióticos actúan мего las імес- 
ciones leves y reduciendo la inflamación 
Intestinal resultante, lo que permite una 
mayor absorción de los nutrientos. Los es- 
tudos realizados con animales libres de mi- 
croorganismos confirman esta idea; el 
crecimiento de los animales libres de micro- 
organismos no ве acelera con piensos su- 
plementados con antibióticos. 
Lamentablemente, bajos niveles de anti- 
bióticos en la alimentación animal selec- 
cionan microorganismos resistentes a los 
antibióticos, debido a la exposición cons- 
tante а los mismos. Estudios moleculares 
еп Salmonella aislada de pollos, han de- 
mostrado que la resistencia se transfiere 
rápidamente entre diferentes especies bac- 


menos tres genes de resistencia. Los estu- 
dios con microorganismos aisiados de las 
personas que trabajan en la cría de anima- 
los han puesto de manifiesto que muchas 
copas del hombre han adquindo resisten- 
да a los antimicrobianos que se usan en la 
alimentación animal. Por tanto, а utiización 
de antibióticos өп los piensos expande la 
cantidad de microorganismos resistentes а 
los"antibióticos que pueden infectar al 
hombre. 

Омо estudio indica que algunas cepas de 
Enterococcus fsecacium, ya resistentes a la 
mayoria de los antibióticos, adquirieron re- 
úsistencia al Synercid, un medicamento rela- 
tivamente nuevo usado selectivamente en el 
tratamiento de las infecciones humanas re- 


sistentes a los antibióticos, en los dos años 
'tanscumidos desde que fue aprobado por 
la Administración Federal de los Medica- 
mentos (EE.UU). [N. de la T., Synercid: aso- 
ciación de quinupristna estreptogramina В) 


la sintesis proteica). Los investigadores es- 
peculan sobre la posibilidad de que las ce- 


рав rosistontos provengan del ganado trata- 
до con un análogo del Synercid, ¡durante loa 
unimos veinticinco años! 

Por desgracia, los estudios a largo plazo en 
animales previamente alimentados con anti- 
bióticos y posteriormente sometidos a dietas 
зп ellos han demostrado que las bacterias 
resistentes а los antibióticos no desaparo- 
cen rápidamente del Intestino, Los genes da 
resistencia están integrados en plásmidos 
estables о en cromosomas de la microbiota 
intestinal у, en ausencia de fuerzas de con- 
trasolección, se mantendrán durante algún 
tiempo, aun cuando se suspenda la alimen- 
tación con piensos suplementados con an- 
bióticos. Como consecuencia, la utlización 
соп otra finalidad que no sea la estricta- 
mente médica de los antibióticos ha venido 
а confirmar una simple lección еп ecologia 
microbiana: al ambiente selecciona las es- 
pecies mejor adaptadas. No obstante, con 
el deseo de reducir la expansión de resis- 
tencias a los antibióticos en Europa, algunos. 
paises europeos han prohibido el empleo 
өп piensos animales de los antibióticos usa- 
dos en clinica, La Organización Mundial de 
la Salud (OMS) también ha redactado un 
documento en contra de la utilización de 
antibióticos en la alimentación animal, En Es- 
tados Unidos, grandes cantidades de anti- 
bióticos continúan usándose en las granjas 
avícolas, y en industrias de ganado bovino 
y porcino. 
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los antibióticos»). Por ejemplo, una cepa de Escherichia coli 
que fue congelada en nitrógeno líquido en 1946 contenía 

plásmido con genes que confieren resistencia a tetraciclina y 
estreptomicina, aunque ninguno de estos antibióticos se uti- 
lizaría en medicina hasta varios años más tarde. Así mismo, 
se ha demostrado que existían cepas con genes plasmídicos 
К de resistencia a penicilinas semisintéticas, antes de que di- 
chas penicilinas semisintéticas hubiesen sido sintetizadas. О 
quizás aún de mayor importancia ecológica sea el hecho de 
que se hayan detectado plásmidos R, que confieren resis- 
tencia a antibióticos, en algunas Bacteria Gram negativas по 
patógenas del suelo. En el suelo, los plásmidos de resisten- 
cía pueden conferir ventajas selectivas porque los principa- 
les organismos productores de antibióticos (Streptomyces, bac- 
teria; Penicillium, hongo) también son organismos normales 
del suelo, Por tanto, parece que los plásmidos R no son un fe- 
nómeno reciente sino que existían en las poblaciones micro- 
bianas naturales antes de que se descubrieran los antibióti- 
сов y se utilizaran tanto en medicina como en agricultura. 
Posteriormente, el uso generalizado de los antibióticos en 
clínica y en agricultura creó las condiciones selectivas para 
la rápida diseminación de estos plásmidos R. Los plásmidos 
R son el resultado predecible de la selección natural. Esto li- 
mita de forma significativa la utilización a largo plazo de 
cualquier antibiótico como agente quimioterapéutico eficaz. 


Diseminación de la resistencia a los 
antimicrobianos 

La abusiva utilización inapropiada de los antimicrobianos 
está conduciendo al desarrollo rápido de resistencias espe- 
cíficas en microorganismos que producen enfermedades. 
El descubrimiento y uso clínico de muchos de los antibió- 
ticos conocidos ha sido paralelo a la emergencia de bacte- 
rías resistentes a su acción. Hay numerosos ejemplos de 
abuso de antibióticos y el concomitante desarrollo de re- 
sistencias. En la figura 20.254 se muestra una correlación 
entre el número de toneladas de antibióticos utilizados y el 
porcentaje de bacterias resisfentes a cada antibiótico, 

Los fármacos prescritos para el tratamiento de una in- 
fección particular han ido aumentando progresivamente, 
debido al aumento en la resistencia del microorganismo 
productor de la enfermedad. Un ejemplo clásico es el desa- 
rrollo de resistencia a la penicilina en Neisserit gonorrhweae, 
la bacteria que causa la gonorrea (Figura 20.250). La peni- 
cilina ya no es un antibiótico útil en el tratamiento de la 
gonorrea porque un gran número de aislamientos clínicos 
producen f-lactamasa y son resistentes, Prácticamente to- 
das las cepas resistentes se desarrollaron desde 1980. El 
antibiótico de elección actual es la ceftriaxona, pero se re- 
comiendan nuevas modalidades en el tratamiento casi сада 
año, para limitar los efectos de los genes de resistencia que 
emergen rápidamente (vénse Sección 26.12). 

El seguimiento y control mundial sugieren que los an- 
tibióticos se usan en la práctica clínica con mucha mayor 
frecuencia de lo necesario. Los datos indican que el trata- 
miento con antibióticos está garantizado en el 20% de los 
individuos que acuden al médico por enfermedades in- 
fecciosas, A pesar de ello, los antibióticos se prescriben el 
80% de los casos. Además, en el 50% de los casos, las do- 
sis recomendadas o la duración de los tratamientos no son 
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Imicrobianas. (a) Relación entre el uso de antibióticos y el porcentaje de 
bacterias resistentes а antibióticos aisladas de pacientes con diarrea. 
Los agentes que se han utlizado en mayores cantidades (о que vena. 
indicado por la cantidad producida comercialmente) son os que tienen 
mayor número de capas resistentes. (b) Porcentaje de casos registras 
dos causados por cepas resistentes. El número de casos con capas ta- 
sistentes өп 1985 fue de 9000, Este número subió a 59 000 en 1 
Маз del 95% de los casos de resistencia registrados eran debidos 
cepas productoras de penicilinasa de Neisseria gonorrhoeae. Desde 
1990 no se recomienda la penicilina para el tratamiento de la gonorrea 
debido a la emergente resistencia a ese antibiótico. (Fuente: Centers fof 
Disease Control, Atlanta, Georgia). 


correctos. Esto se acompaña del incumplimiento de la pi 

ta terapéutica por parte del paciente: muchos pacientes. 
jan de tomar la medicación, especialmente los antibióticos, 
еп cuanto «se sienten mejor». Por ejemplo, la emergencia. 
de tuberculosis resistente a isoniazida se correlaciona 
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la interrupción del tratamiento por parte del paciente, que 
deja de tomar la medicación durante seis a nueve meses, 
¡somo se le había prescrito (véase Sección 26.5). Por ello, a 
menudo los patógenos están sometidos a dosis subletales 
de antibióticos por periodos cortos de tiempo, seleccio- 
nándose los organismos resistentes, En gran medida, y 
como consecuencia del inapropiado uso de los antibióti- 
os y el incumplimiento de las pautas terapéuticas, casi to- 
dos los microorganismos patógenos han desarrollado 
resistencia a alguno de los agentes quimioterapéuticos, 
desde su uso generalizado en los años 1950 (Figura 20.26) 
La penicilina y las sulfamidas, los primeros quimioterápi- 
сов utilizados de forma general, ya no se emplean con tan- 
ta frecuencia hoy en día dado que muchos patógenos se 
han hecho resistentes a ellos, Incluso aquellos microorga- 
nismos que siguen siendo sensibles a penicilina, como 
Streptococcus pyogenes (bacteria causante de inflamación de 
garganta, escarlatina y fiebre reumática, véase Sección 26.2), 
necesitan una dosis significativamente superior que hace 
diez años, para que el tratamiento sea eficaz 
Otros usos indiscriminados de los antibióticos también 
contribuyen a la emergencia de cepas resistentes. Por ejem- 
plo, los antibióticos se emplean en agricultura y ganadería, 
anto como sustancias que estimulan el crecimiento en la 
“alimentación animal como de profilácticos (para prevenir la 
ción de enfermedades más que para el tratamiento de 
las existentes). Algunos de los últimos brotes de infecciones 
transmitidas por alimentos se han atribuído al uso de anti- 
bióticos en los piensos para animales. Así, sí se saturan los 
diversos ambientes con antibióticos, la resistencia a los mis- 
тов se desarrollará rápidamente. 


Clave 
Gram negativo 
Bl aram positivo 
бат posllivo/ûcldo 


resistente 


Por ejemplo, a pesar de que las fluoroquinolonas sólo 
зе han utilizado masivamente durante 10 años, como ana- 
bolizantes y en la profilaxis de algunas enfermedades en 
agricultura, rápidamente emergieron cepas de Campylobac- 
ter jejuni resistentes a fluoroquinolonas, presumiblemente 
debido a la práctica de tratar a los pollos en las granjas avi- 
colas con estos antibióticos para prevenir infecciones 
piratorias. Por esta razón, tanto los criadores de pollos como 
los fabricantes de medicamentos han venido tomando ini» 
ciativas para controlar la utilización de fluoroquinolonas 
de segunda generación en agricultura y ganadería, y pre- 
venir la rápida emergencia de resistencias. Esta resistencia 
puede minimizarse si los antimicrobianos sólo se utilizan en 
el tratamiento de las enfermedades y se administran en do- 
sis suficientemente elevadas y durante bastante tiempo para 
que se reduzca la población microbiana antes de que apa- 
rezcan mutantes resistentes. Dicha resistencia también pue- 
de reducirse combinando dos quimioterápicos no relacio- 
nados, ya que si aparece una cepa mutante resistente а uno 
de los antibióticos es fácil que ésta siga siendo sensible al 
otro. No obstante, con el creciente predominio de los fac- 
tores К que confieren resistencias múltiples a bacterias pa- 
tógenas, la antibioticoterapia múltiple está dejando de apli- 
сагзе como estrategia clínicamente útil 

Algunos informes sugieren que si se suspende el em- 
pleo de un antibiótico determinado, la resistencia a dicho 
antibiótico desaparecerá con el tiempo. Estos datos indican 
que la resistencia es reversible y que la eficacia de algunos 
antibióticos puede restablecerse eliminando su uso duran- 
te algún tiempo, y controlando cuidadosamente su pru- 
dente utilización. Por último, como hemos comentado an- 
teriormente, constantemente se están produciendo nuevos 
quimioterápicos mediante diversos métodos que permiten 
descubrir y diseñar nuevos medicamentos. 


/_20.12 Revisión de conceptos 


Un importante efecto secundario derivado de la utilización de 
agentes quimioterapéuticos es el desarrollo de resistencias por 
parte de los microorganismos afectados. En muchos casos, la re 
sistencia es el resultado de la selección de genes de resistencia ya 
existentes, por el uso indiscriminado de antimicrobianos, Mu- 
chos antimicrobianos anteriormente útiles dejan de ser clinica- 
mente utilizables debido a la aparición de resistencias: algunos 
microorganismos han desarrollado resistencia а los antimicro- 
bianos conocidos, lo que hace temer el regreso a la era preanti- 
biótica cuando las enfermedades infecciosas no podían tratarse. 


4 ¿Por qué aparece la resistencia a los antibióticos? 
/ ¿Qué medidas prácticas deberían tomarse para evitar omi- 
nimizar el desarrollo de resistencias a los antibióticos? 


И Búsqueda de nuevos 


2 
antimicrobianos 


п 
1960 


patógenos humanos. El simbolo * indica que algunas cepas 
де esos organismos pueden tratarse ahora con otras 
¡antímicroblanas conocidas. 


Сото ya se ha comentado, con el tiempo de exposición su- 
ficiente, la resistencia se desarrollará frente a todos los 
antimicrobianos conocidos. En consecuencia, el empleo ade- 
cuado de los antibióticos es absolutamente necesario para 
prolongar el tiempo de vida clínica de dichos medicamentos. 


716 а Capítulo 20 # CONTROL DEL CRECIMIENTO. 


ICROBIANO 


Sin embargo, la solución a largo plazo que resuelva la re- 
sistencia microbiana a estos compuestos es el desarrollo de 
nuevos antimicrobianos. Algunas estrategias permiten la 
identificación y producción de análogos útiles de los com- 
puestos existentes, o el diseño y descubrimiento de nuevos 
compuestos antimicrobianos. 


Nuevos análogos de los antimicrobianos 
existentes 
La producción de nuevos análogos de los antimicrobianos 
existentes generalmente es sencillo y a menudo productivo, 
debido en gran parte a que las compuestos nuevos que mi 
metizan la estructura de los anteriores tienen un mecanis- 
mos de acción predecible. En muchos casos, algunos 
parámetros como la solubilidad y la afinidad pueden cam- 
Маге introduciendo mínimas modificaciones en la estruc- 
tura química de un compuesto, sin alterar las estructuras 
que som críticas para la acción del mismo. El nuevo com 
puesto puede ser más potente que el compuesto del que 
procede y, dado que la resistencia se basa en el reconocí 
miento de la estructura, el nuevo compuesto puede по ser 
reconocido por los factores de resistencia. Por ejemplo, en 
la Figura 20.22 se muestra la estructura básica de la tetra- 
ciclina y dos derivados biológicamente activos. Usando la 
tetraciclina como compuesto inicial, sistemáticamente se pue- 
den realizar sustituciones químicas en los cuatro sitios R, 
generando una serie casi inagotable de análogos de la te- 
ina. Siguiendo esta estrategia básica, rutinariament 
se sintetizan y comprueban nuevos antibióticos £-lactámi- 
cos (véase Sección 20.8), nuevos compuestos relacionados 
соп la tetraciclina (vénse Sección 20.9) y nuevos análogos de 
la vancomicina (Figura 20.12), algunos hasta cien veces más 
potentes que el compuesto inicial de partida. 

a aplicación de métodos químicos automatizados para 
el descubrimiento de nuevos medicamentos ha incremen- 
tado drásticamente nuestra capacidad para generar nue- 
vos compuestos potencialmente antimicrobianos. Los mé- 
todos automatizados, conocidos como química combinatoria, 
modifican sistemáticamente un producto antimicrobiano 
conocido generando un gran número de nuevos análogos, 
Por ejemplo, mediante los métodos combinatorios químicos 
automatizados, y empezando соп la tetraciclina como com- 
puesto inicial de partida (Figura 20.22), ве риебеп usar cin- 
со reactivos diferentes para introducir sustituciones en los 
cuatro grupos R diferentes de la tetraciclina. Los sitios sus- 
tituídos darán 5 x 5 x 5 х 5 (cinco derivados de cada uno 
de los cuatro sitios), o 725 derivados diferentes de la tetra- 
а con sólo seis reactivos diferentes, ¡y todo en unas 
horas! La actividad biológica de estos compuestos se 
ensaya in vitro en diferentes microorganismos, también con 
técnicas automatizadas. La síntesis y los procesos de escru- 
tinio y búsqueda automatizados disminuyen enormemen- 
te el tiempo necesario para encontrar nuevos medicamen- 
tos y aumenta el número de nuevos compuestos candidatos 
en más de diez veces cada año. 

Según las estimaciones de la industria farmacéutica, de- 
ben examinarse unos 7 millones de compuestos candidatos 
рага encontrar un único compuesto clínicamente útil. Como 
acabamos de comentar, este proceso empieza con la síntesis, 
el aislamiento y análisis de los compuestos candidatos. Los 
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Drogas antiviicas generadas por computador aj El 
homodimera de la HIV proteasa Las cadenas polipeptidicas ind» 
duales se representan en verde y azul. Un péptido (amarillo) está Nga- 
о porel sitio catalico, Esta proteasa rompe una proteína precursora 
де НМ, un paso necesario en la maduración del virus (Sección 16.4) S) 
зе bloquea el sitio de acción de la proteasa mediante el péptido mos- 
trado, se inhibe sl procesado precursor y la maduración de HIV. Esta 
estructura se ha deducido de la información existente en el Protein 
Data Валк. (o) Esas drogas anti-HIV son análogos de péptidos que ш, 
ron diseñados por ordenador para bloquear el sitio antivo de la HI 
proteasa. Las áreas destacadas en color naranja muestran las regiones 
análogas a los enlaces peptidos, Si estos compuestos son ligados par 
la proteasa de HIV, se inhibe el procesado precursor y la maduración: 
де! virus. Estos compuestos representan una clase de drogas teta- 
pêuticas conocidas como inhibidores no-nucleosidicos de la trans- 
criptasa inversa (sigta, del inglés, ММТ). La concentración de esos 
compuestos en células infectadas por HIV, junto con su fuerte afinidad 
рог la transcriptasa inversa de HIV los hace potentes inhibidores de 
los sitios activos de la transcriptasa e impide la replicación vírica, Esos 
inhibidores de la proteasa se están utilizando extensamente para tra 
tar ia infección por HIV (véanse Tabla 20.5 y Sección 26:14). 
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análisis consisten en los tests in vitro para la sensibilidad a an- 
tibióticos (nénse Sección 20.4). En los compuestos que son ac- 
tivos ел е laboratorio debe ensayarse su eficacia y toxicidad 
en animales y, por último, en ensayos clínicos en humanos. 
Los ensayos en animales pueden requerir varios años у múl- 
ples pruebas para asegurar que el compuesto candidato sea 
eficaz y su uso no suponga ningún riesgo. Por las mismas 
razones, los ensayos clínicos suelen durar varios años hasta 
completar la serie de pruebas para cada compuesto. El des- 
cubrimiento y desarrollo de un nuevo medicamento normal- 
mente tarda unos 10 a 25 años antes de que sea aprobado 
su utilización clínica, Se estima que el costo del descu- 
imiento y desarrollo es de alrededor de 500 millones de 
dólares (EE.UU) para cada nuevo medicamento aprobado. 


Diseño computerizado de medicamentos 
fentificación de compuestos antimicrobianos realmen- 
е nuevos es mucho más difícil que de análogos de com- 
puestos ya existentes, porque los nuevos antimicrobianos 
deben actuar en sitios únicos en las rutas metabólicas y bio- 
sintéticas, o tener una estructura diferente a la de los com- 
estos conocidos para evitar las resistencias existentes. 
lara encontrar estos compuestos nuevos, los candidatos 
ın de aislarse de fuentes naturales y analizarse sistemáti- 
йе para su actividad antimicrobiana. No obstante, los 
imos avances en la tecnología computerizada de imáge- 
у estructuras posibilitan el diseño de un compuesto que 
ione con estructuras microbianas conocidas. El des- 
miento de medicamentos ahora puede empezar en el 
computador, donde nuevos compuestos pueden «crearse» 
mente, y «ensayarse» para su unión y toxicidad en el 
mbiente computerizado, con un costo bajo (véanse Seccio- 
304 y 26.8). Uno de los últimos éxitos más importantes 
¡el diseño de medicamentos dirigidos por computador, es 
¡desarrollo del saquinavir, un inhibidor de la proteasa que 
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зе usa para disminuir la velocidad de multiplicación del vi- 
rus de la inmunodeficiencia humana (HIV) en los indivi- 
duos infectados (Figura 20.27). La proteasa del HIV corta 
una proteina precursora, codificada por el virus, que pro- 
duce la nucleocápsida madura del virus y activa la trans- 
стіріаѕа reversa necesaria para su replicación (vénse Sección 
16.14). El saquinavir se diseñó por computador para fijar- 
se al sitio activo de la proteasa del HIV, basándose en el 
modelo tridimensional del complejo proteasasustrato; es 
чп análogo peptídico que desplaza la proteína precursora 
del HIV, inhibiendo la maduración del virus y disminu- 
yendo su multiplicación en el hospedador humano, Otros 
compuestos inhibidores de la proteasa diseñados por com- 
putador, como el saquinavir, se usan сото quimioterápi- 
cos en el tratamiento del SIDA (véanse Tabla 20.5, Figura 
2027 y Figura 26.38). Como se muestra en este ejemplo, el 
diseño por computador basado en en la modelización es- 
tructural y bioquímica es un método práctico para el dise- 
ño de antimicrobianos, así como rápido y barato, 


/_20.13 Revisión de conceptos 


Constantemente se están descubriendo y desarrollando nuevos 
antimicrobianos para vencer los microorganismos resistentes y 
tratar las enfermedades infecciosas. No obstante, su descubri- 
miento y desarrollo es largo y costoso, El diseño de medica- 
mentos por computador es una herramienta importante y nueva 
рага descubrir nuevos medicamentos. 


4 Los análogos de los compuestos existentes a menudo se de- 
sarrollan para utilizarse como antimicrobianos de nueva 
generación. Explique las ventajas y desventajas de esta es- 
trategia para tratar enfermedades infecciosas. 

4 ¿Cómo el diseño de medicamentos por computador ahorra 
tiempo y dinero en la búsqueda de nuevos medicamentos? 


1. ¿Por qué es importante el tiempo de reducción decimal 
(0) en la esterilización por calor? ¿Podría afoctar a D 
la presencia de endosporas bacterianas? 

2. Describa los efectos de la radiación ionizante letal a 
nivel molecular. 

3. Cuáles son las principales ventajas de la utilización de 
filtros de membrana en lugar de filtros de profundidad? 

4. ¿Por qué los filtros Nuclepore son especialmente úti- 
les para aislar muestras para microscopía? 

5. Describa el procedimiento para obtener la concentra- 
«ción mínima inhibitoria (CMI) para un compuesto qui- 
mico bactericida para Escherichia coli? 

6. Diferencie entre el modo de acción de desinfectantes y 
antisépticos. ¿Por qué los desinfectantes habitualmente 
по pueden usarse en tejidos vivos? 

7. Los análogos de los factores de crecimiento se dife- 
rencian de los antibióticos por un Único criterio im- 

portante. Explíquelo. 


В. La mayoría de los antibióticos son producidos sólo por al- 
gunos grupos de organismos. ¿Es cierta esta aseveración? 
¿Qué grupos de organismos producen antibióticos? 

9. Describa el mecanismo de acción característico de un 
antibiótico fHactámico. 

10. Diferencie entre el mecanismo de acción de al menos 
tres antibióticos inhibidores de la síntesis de proteínas. 

1. ¿Por qué los antivíricos generalmente son tóxicos para. 
el hospedador? 

12. Defina las dianas de acción especificas que permiten la 
toxicidad selectiva de los quimioterápicos en hongos. 

13. Señale los principales mecanismos responsables de la 
resistencia а los antibióticos. 

14. ¿Cuál es el origen de los genes bacterianos de resis- 
tencia a los antibióticos? 

15. Partiendo de un compuesto inicial, describa los méto- 
dos de química combinatoria usados en la producción 
de nuevos análogos de medicamentos. 
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Ejercicios prácticos 


1. Describa, mediante un gráfico, los resultados experi- 
mentales que esperaria para el tiempo de reducción 
decimal de un organismo muy sensible. ¿Podría ver- 
se afectado este gráfico si las células vegetativas fueran 
termosensibles pero el organismo formase endospo- 
ras termorresistentes? 

2. ¿Cuáles son algunos de los inconvenientes potenciales 
del empleo de la radiación en la conservación de ali- 
mentos? ¿Cree que estas desventajas podrían suponer 
un peligro para la salud? ¿Por qué o por qué no? ¿Cómo 
podría distinguir entre alimentos dañados por la ra- 
¿iación y alimentos contaminados con la radiación? 

3. La filtración es un método aceptable para la pasteuri- 
zación de algunos líquidos. Diseñe un sistema de fil 
tración para pasteurizar una solución termosensible, 
¿Por qué se prefiere un sistema de filtración a un sis- 
tema de pasteurización por calor? 

4. Diseñe un experimento que le permita distinguir en- 
tre un agente microbicida y un microbiostático. ¿Puede 
utilizar el test de la concentración mínima inhibitoria 
(CMI) en sus experimentos? Explíquelo. 

5. ¿Qué tests realizaría para decidir si un agente químico 
podría utilizarse como antiséptico?, ¿y como desinfec- 
tante? Algunos compuestos químicos pueden usarse 
con ambas finalidades. Describa las propiedades de 
dichos compuestos y dé algún ejemplo. 

6. Aunque los análogos de los factores de crecimiento 
pueden inhibir el metabolismo microbiano, sólo algu- 
nos deestos agentes son útiles en la práctica. Muchos 
agentes potenciales, y algunos que se utilizan amplia- 
mente, como la azidotimidimina (nase Tabla 205), tie- 
nen toxicidad selectiva para la célula hospedadora 
Describa un análogo de un factor de crecimiento que 
sea eficaz y tenga baja (сід selectiva para las cê 
lulas del hospedador. ¿Por qué es baja la toxicidad para 
el agente que ha escogido? También describa un aná- 
logo de un factor de crecimiento que sea eficaz en una 
enfermedad infecciosa pero muestre toxicidad selec- 
tiva para las células del hospedador. ¿Por qi podría 
usarse un agente tóxico como el AZT en ciertas situa- 
dones para tratar enfermedades infecciosas? ¿Qué pre- 
cauciones tomaría a fin de limitar los efectos tóxicos 
de dicho compuesto, maximizando la actividad tera- 
péutica? Explique su respuesta. 

7. Menos del 1% de todos los antibióticos conocidos tie- 
теп un valor práctico tanto en la investigación como 
еп la clínica. Indique cuál es la razón. ¿Piensa que es 
importante expandir y continuar la búsqueda de nue- 
vos antibióticos? ¿Qué alternativas al tratamiento con 
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antibióticos están, o podrían estar, disponibles para 
el tratamiento de enfermedades microbianas en el 
hombre? 

Diseñe un experimento para investigar microorganis- 
mos que produzcan nuevos antibióticos. ¿Qué grupo 
о grupos de microorganismos escogería? ¿Dónde po- 
гіа encontrar y aislar estos organismos en un 
biente natural? ¿Qué ventaja supondría la producción 
de un antibiótico para estos organismos en la natura- 
leza? ¿Qué métodos in vitro emplearía para ensayar la 
eficacia de sus potenciales antibióticos nuevos? (quizás 
desee revisar la información de las Secciones 12.24 y 
305 antes de contestar). 

Aunque los antibióticos f+actámicos muestren una to- 
xicidad selectiva para Bacteria, muchos grupos de 
Bacteria son resistentes de forma innata a sus efectos. 
Sin mencionar los genes de resistencia bacterianos, 
indique por qué las Bacteria Gram negativas son resis- 
tentes a la acción de la mayoría, si no de todos, los an- 
tibióticos #-lactámicos. Explique, además, por qué 
algunos antibióticos f+actámicos son útiles frente a 
estos microorganismos. 

¿Qué ventajas potenciales podrían tener los aminogli- 
cósidos, los macrólidos y las tetraciclinas sobre la pe- 
nicilina С en quimioterapia? Explíquelo. 

Haga una lista de las características de un antivírico 
ideal, especialmente con respecto a su toxicidad se- 
lectiva. ¿Existen dichos compuestos? ¿Qué factores 
podrían limitar la utilización de dicho medicamento? 
Como los virus, los hongos tienen algunos problemas 
desde el punto de vista quimioterapéutico. Explique 
los problemas inherentes en la quimioterapia de am- 
bos grupos de microorganismos y exponga sí está de 
acuerdo о en desacuerdo con la anterior aseveración. 
Dé ejemplos específicos y sugiera al menos un grupo 
de agentes quimioterapéuticos que pudieran actuar 
frente a ambos tipos de agentes infecciosos. 

Explique las bases genéticas de la resistencia adquiri- 
да a los antibióticos 8-lactamicos en Staphylococcus m 
reus, Diseñe una serie de experimentos para revertir 
1а resistencia de los antibióticos #-lactámicos. ¿Cree 
que esto es posible? ¿Podría aplicarse su experimento 
sen el campo» (чеп el ambiente natural») para evitar la 
selección de microorganismos resistentes a antibióti- 
cos? Expliquelo. 

Diseñe un compuesto que inhiba la actividad de la pro- 
teasa del HIV basado en la estructura que se muestra 
€n la Figura 20.27. Utilice un mecanismo diferente al de 
la inhibición competitiva en el sitio activo de la enzima. 


humana. Nosotros estamos constantemente expuestos а los microorga- 

nismos y muchos han establecido »u residencia en nuestros cuerpos. Mu 
¡thus hacen poco о ningún daño, pero alguno» son beneficiosos. Un número 
pequeño de microorganismos causan daño significativo a los humanos, resul- 
ando en la posible destrucción de los tejidos y la pérdida de función. En la ima 
ên mostrada aquí, е muestra un microorganismo que normalmente se encuentra 
тп} cavidad bucal, Streptococcus mutans, que ha colonizado Jos dientes у pror 
де a su destrucción. El resultado final es lo caries dental es muy común en las 
'enforvmedados bacterianas. 


| us microorganismos son ubicuos y son parte constante de la experiencia 
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тө 


DOR-PARÁSITO EN HUMANOS 


Atenuación disminución o pérdida de la vi- 
rulencia 


тв que están presentes generalmente en 
los tejidos sanos 

Capa Масова (Slime layer) fibras difusas que 
rodean la célula y que se extienden fuera 
де ей. 

Сарвшіа Bien definido y densa capa de poli: 
sacárido o proteína que rodes a la célula 

Caries dental deterioro dental como resul- 
tado de una infección bacteriana, 

Colonización multiplicación de un patogeno 
tras alcanzar los tejidos del hospedador 

Endotoxina fracción del ipopolisocárido de 
la pared celular de algunas bacterias Gram 
negativas, que al solubilizarse actúa como 
una toxina 

Enfermedad daño que se produce en un 
hospedador y que afecta а su capacidad 
funcional 


Enterotoxina proteina liberada por un or 
ganismo mientras se multiplica (rase exo 
toxina) y que actúa sobre el intestino 
delgado 

Exotoxina proteina liberada por un micror- 
ganismo durante el crecimiento y que 
posee efectos tóxicos sobre las células del 
hospedador 

Fiebre aumento en la temperatura corporal 
por encima de lo normal 

Olicocálin polisacáridos bacterianos que so 
extienden fuera de la célula 

Monpesedarogaisno que alberga a un pa- 


Infección multiplicación de los microorga 
nismen en el hospedador 

Inflamación respuesta del hospedador 
frente а una lesión o infección, que se ca- 
racteriza por eritema, hinchazón, calor y 
dolor 

Invasividad capacidad de un patógeno para 
introducirse en el hospedador y disemi- 


Leucocitos células nucleadas que se hallan 
еп la sangre (células blancas dela sangre) 

Membranas mucosas capos de células cpi- 
telas que interactan con el ambiente ex- 
tenor 

Parásito organismo capaz de multiplicarse 
en un hospedador y producir daño 

Patogenicidad capacidad de un parásito 
para causar daño en un hospedador 

Patógeno un microrganismo parasito que 
саша daño al hospedador 

Placa dental conjunto de células bacteria- 
as incluidas en una matriz de polímeros 
extracelulares y productos salivares, pre 
sentes elos dientes 

Toxigonicidad patogenicidad causada por 
toxinas producidas por un patógeno. 

Tracto respiratorio interior tráques,brun- 
Чоо y pulmones 

Tracto respiratorio superior nasiaringe, 
cavidad oral y garganta 

Virulencia grado de patogenicidad que os 
Capaz de producir un determinado patógeno 


E, este capítulo empezamos a revisar la interacción 
Че los microorganismos con los humanos. Los mi- 
croorganismos normalmente crecen en el cuerpo humano 
еп grandes cantidades. El tubo digestivo humano ha sido 
comparado frecuentemente con un frasco de cultivo, ya 
que las membranas mucosas que tapizan la boca, el intes- 
tino y los aparatos excretory reproductor tienen una po- 
blación normal de microbios que son beneficiosos y que 
permiten conservar sano el cuerpo. Sin embargo, un grupo 
pequeño de microorganismos utilizan mecanismos direc- 
tos e indirectos para invadir el cuerpo humano para pro- 
ducir infección, enfermedad y causar daño al hospedador. 
Por ejemplo, las toxinas producen mucho daño al hospe- 
dador. No obstante, los humanos desarrollamos medidas 
efectivas para suprimir o destruir la mayoría de los mi- 
crobios invasores; diversos procesos inespecíficos, físicos, 
anatómicos y bioquímicos, hacen que las infecciones mi- 
crobianas sean relativamente poco frecuentes en la vida de 
un individuo, 


1 INTERACCIONES MICROBIANAS 
BENEFICIOSAS CON HUMANOS 


Los microorganismos interaccionan con los humanos en 
una gran variedad de formas, a veces beneficiosas y a ve 
ces perjudiciales. Aquí examinamos los microorganismos 
que normalmente se asocian а un humano adulto con bue- 
na salud. 


El hospedador está en continuo contacto con los microor- 
ganismos. En la vida diaria, los humanos se exponen a los 
microorganismos, como por ejemplo en la respiración, mi- 
Hones de células se encuentran en el ambiente, Miles de 
millones de microorganismos y cientos de especies cons- 
tituyen en conjunto la biota normal (microbiota) y son 
especies que han desarrollado una relación íntima con de- 
terminados tejidos del hospedador. La mayoría, pero no 
todos, son benignos. 


Un parásito es un organismo que vive sobre o en un se- 
gundo organismo denominado hospedador y que le causa 
daño. Dichos organismos dañinos se llaman patógenos. El 
resultado de la relación idor-parásito depende 

la patogenicidad del parásito, esto es, de la capacidad del pa- 
rásito para causar daño al hospedador y de la resistencia o. 
susceptibilidad del hospedador al parásito. 

La patogenicidad depende del patógeno individual. El 
término virulencia es cuantitativo, se utiliza para señalar el 
grado de patogenicidad del parásito. Comúnmente se ex- 
presa como la dosis o el número de células que desencade- 
harán una respuesta patológica en un periodo determinado 
de tiempo. Sin embargo, ni la virulencia del parásito ni la 
resistencia del hospedador son factores constantes: cada 
ипо varía bajo la influencia de factores externos о como 
consecuencia de la propia relación hospedador-parásito, 
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que un microorganismo se está desarrollando y estable- 
ciendo en un hospedador, causando o no en él un daño. 
Cuando se establece la enfermedad, el hospedador se en- 
cuentra lesionado de alguna manera. Infección no es sinóni- 
то de enfermedad porque la infección no conduce siempre 
al daño en el hospedador. Por lo tanto la biota normal (mi- 
erobiota) puede causar infecciones microbianas. La micro- 
biota causa infecciones en pacientes comprometidos, como. 
ocurre con el SIDA y en los pacientes con cáncer (véase Sec- 
ción 26.14) 


Interacciones microbianas con el hospedador 

Los hospedadores animales proporcionan entornos favora- 
bles para el crecimiento de muchos microorganismos. Los 
animales son ricos en nutrientes orgánicos y factores de cre- 
cimiento requeridos por los quimioorganotrofos, suminis- 
tirando condiciones de pH y presión osmótica relativamente 
constantes, y los animales de sangre caliente mantienen 
constante temperaturas elevadas. Sin embargo, no debería 
tonsiderarse el hospedador como un entorno microbiano 
uniforme. Cada región u órgano difiere química y físicamente 
de las otras zonas y, por tanto, proporciona un entorno se- 
lectivo donde se favorece a ciertos microorganismos frente a 
tros. La piel, el tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal, 
tc, proporcionan una amplia variedad de condiciones quí 
"micas y físicas en las cuales diferentes microorganismos pue- 
den crecer selectivamente, Por ejemplo, la relativa sequedad 
dela piel favorece el crecimiento de bacterias Gram positivas, 
tomo por ejemplo Staphylococcus aureus (véase Sección 26.9); 
Jos pulmones, como están muy oxigenados, favorecen el cre 
gimineto de Mycobacterium tuberculosis (vénse Sección 265); 
en el ambiente anaerobio del intestino se favorece el cre- 
'timiento de obligados anaerobios, como por ejemplo el gé- 
hero Clostridium (véase Sección 12:21) Los animales poseen 
también distintos mecanismos de defensa que actúan de 
forma conjunta para prevenir o inhibir la invasión y creci- 


miento microbianos. Los microorganismos que a la postre 
colonizan al hospedador con éxito son aquellos que han des- 


“arrollado vías para escapar a estos mecanismos de defensa, 
Las infecciones comienzan frecuentemente en los luga- 
ws del hospedador denominados membranas тїїсозаз. Las 
“membranas mucosas se localizan en diferentes partes del 
“gyerpo incluyendo la boca, faringe, esófago y en los tractos 
“urinario, respiratorio y gastrointestinal. Las membranas mu- 
ys constan de una o múltiples capas de células epiteliales, 


1а) Asociación ВЫ (a) Achesión. (с) Invasión de las células de la 


células firmemente empaquetadas que están en contacto di- 
recto con el ambiente exterior. Generalmente, las membranas 
mucosas están revestidas de una capa protectora de moco, 
fundamentalmente glicoproteínas, que sirven para proteger 
alas células epiteliales. Cuando las bacterias entran en con- 
tacto con los tejidos del hospedador a nivel de las membra- 
nas mucosas, pueden asociarse débil o estrechamente. Si se 
asocian a la superficie mucosa de una manera laxa, por lo 
común son arrastradas en virtud de procesos físicos aunque 
también pueden fijarse específicamente a la superficie epi- 
telíal como resultado de un reconocimiento específico célu- 
la-célula entre el patógeno y el hospedador. A partir de aquí 
puede producirse una infección tisular. Cuando esto ocurre, 
se rompe la barrera mucosa permitiendo que el patógeno in- 
vada los tejidos más profundos (Figura 21-1). 

Los microorganismos se encuentran casi siempre en aque- 
Паз zonas del cuerpo expuestas al ambiente como la piel, la 
cavidad oral, el tracto respiratorio, el tracto intestinal y el 
tracto genitourinario. Normalmente, no se hallan presentes 
en los órganos intemos, la sangre y los sistemas linfáticos del 
cuerpo; cuando aparecen en cantidades significativas en es- 
tas últimas zonas, suelen indicar un estado de enfermedad. 

La Tabla 21.1 muestra algunos de los principales tipos de 
microorganismos habitualmente asociados a las superficies 
corporales. Como veremos, la superficie del cuerpo más vi- 
sible, la piel (2 т), posee un determinado número de habi- 
tantes. Sin embargo, las superficies mucosas tienen incluso 
más variedades de microorganismos asociados. Esto se debe, 
en parte, al entorno protegido, húmedo y acogedor de dis- 
tintas superficies mucosas y también a la inmensa área de la 
superficie global de la mucosa (400 m°), Por ejemplo, la fun- 
ción de un órgano como el intestino delgado requiere de una 
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gran área de superficie especializada para el transporte de 
nutrientes, y esta superficie sirve igualmente como un lugar 
para el crecimiento microbiano. Expondremos ahora con ma- 
yor detalle estas interacciones microbianas normales. 


Y 21.1 Revisión de conceptos 


Los cuerpos de los animales favorecen el crecimiento de mu- 
chos microorganismos, pero muchos de los cuales no causan 
ningún daño. Los microorganismos que se desarrollan en el 
cuerpo y causan un daño se denominan patógenos. La infección 
es el proceso por el que un parásito llega a colonizar y desarro- 
llarse en la superficie del hospedador, habitualmente en las 
membranas mucosas, y causar infección y enfermedad. La po- 
sibilidad de causar una infección está influenciada por una com- 
pleja red de interacciones del parásito y del hospedador. La 
mayoría de los patógenos son eliminados por los mecanismos 
Че defensa del hospedador 

м Distinga entre infección y enfermedad. 


4 {Рог qué determinadas áreas del cuerpo son más adecua- 
das que otras para el crecimiento microbiano? 


ЕЕ Biota normal (microbiota) de piel 


Un hombre adulto tiene en promedio aproximadamente 2 
т? de superficie de piel que puede variar enormemente en 
cuanto a composición química y humedad. La Figura 21.2 
muestra la anatomía de la piel y las zonas en las que viven 
las bacterias, La superficie cutânea (epidermis) по es un lu- 
gar favorable para el crecimiento microbiano puesto que se 
halla sometida а una desecación periódi 
La mayoría de los microorganismos de la piel se asocia 
directa o indirectamente con las glándulas sudoríparas. Las 
glándulas аростїна se hallan más restringidas en cuanto a su 
distribución, estando confinadas principalmente a las regio- 
nes axilares y genitales, pezones y ombligo. Están inactivas en 
la infancia y Sólo llegan a ser plenamente funcionales en la pu- 
bertad. Las poblaciones bacterianas son relativamente eleva- 
das en estas localizaciones calientes y húmedas de la super- 


GAHE atom де la piel humana. Los microorganismos 


е asocian fundamentalmente con los conductos sudoriparos y los fo- 
lículos posos. 


ficie cutánea, a diferencia de lo que ocurre en la superficie 
cutánea lisa. El olor axilar se desarrolla como resultado de la 
actividad bacteriana sobre las secreciones apocrinas; la se- 
creción apocrina recolectada asépticamente es inodora si bien 
termina por oler al inocularla con bacterias. Todos los folicu- 
los pilosos se asocian con la glándula sebícea que segrega un 
Auido lubricante. Los folículos pilosos proporcionan un há- 
bitat atractivo para los microorganismos; una variedad de 
bacterias aerobias y anaerobias y hongos habitan estas re- 
iones, la mayor parte en el área justo por debajo de la su- 
perficie cutánea. Las secreciones de las glándulas de la piel 
Son ricas en nutrientes microbianos. Urea, aminoácidos, sales, 
ácido láctico y lípidos se hallan en considerables cantidades. 
El pH de las secreciones humanas es casi siempre ácido, es- 
tando el rango de pH normal entre 4 y 6. 

Los microorganismos de la biota normal (microbiota) de 
la piel son transeúntes o residentes. La piel como órgano ex- 
tero está siendo constantemente inoculada con transeúntes, 
virtualmente todos los que son capaces de multiplicarse y 
neralmente morir. Los organismos residentes pueden multi 
plicarse en la piel y no simplemente sobrevivir, La biota 
normal (microbiota) de la piel consta primariamente de bac: 
terias Gram positivas restringidas a unos pocos grupos (Ta 
bla 21.1). Éstas incluyen distintas especies de Staphylococcus 
y varias corinebacterias aerobías y anaerobias, De éstas, el 
Propionibacterium acnes es habitualmente un residente in- 
ofensivo aunque puede desencadenar o contribuir al cuadra. 
conocido como acné. Las bacterias Gram negativas son casí 
siempre constituyentes menores de la biota normal (micro 
biota), incluso aunque dichos organismos intestinales como 
Escherichia coli estén inoculándose constantemente en 
perficie de la piel por contaminación fecal. Acinetobacter es 
una excepción у es una de las pocas bacterias Gram negati- 
vas que ordinariamente se encuentran en la piel, Se cree que 
la falta de colonización de bacterias Gram negativas en la piel 
se debe a su incapacidad para competir con los organismos 
Gram positivos que están mejor adaptados a las condiciones. 
de sequedad de la piel; si éstos se eliminaran mediante tra- 
tamiento antibiótico, las bacterias Gram negativas podrían 
desarrollarse, En la superficie cutánea son raras las levaduras 
y también en las membranas mucosas. Sin embargo, la au 
“encia de resistencia en el hospedador (síndrome de inmu- 
nodeficiencia adquirida, SIDA) (vénse Sección 26.14) o la 
ausencia de microbiota, por ejemplo los hongos como Candi- 
da spp. pueden crecer y causar serias infecciones en la sı 
perficie de la piel. En la superficie cutánea son raras | 
levaduras salvo la levadura lípofílica Pityrosporum ovalis que 
se encuentra ocasionalmente en el cuero cabelludo, 

Aunque la microbiota residente permanece más о me- 
nos constante, varios factores pueden afectar a la naturale- 
za y la extensión de la biota normal (microbiota): (1) el clima 
puede originar un incremento en la temperatura y la hu- 
medad que aumenten la densidad de la microbiota cutánea; 
(2) la edad también influye y los chicos jóvenes poseen una 
microbiota más variada y portan más bacterias Gram nega- 
tivas y más patógenos potenciales que los adultos, y (3) los 
hábitos higiénicos personales influyen sobre la microbiota 
residente, y los individuos poco aseados, por lo común, pre 
sentan en la piel mayores densidades de población micro- 
biana. Los organismos que no pueden sobrevivir en la piel 
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generalmente mueren, ya sea a consecuencia de la escasa 
humedad o del bajo pH (por el contenido ácido orgánico). 


Y 21.2 Revisión de conceptos 

La piel es un entorno seco y ácido que no contribuye al creci- 

miento de la mayor parte de los microorganismos. Sin embar- 

Во, las áreas húmedas, especialmente alrededor de las glándulas 

sudoríparas, son colonizadas por bacterias Gram positivas y 

otros miembros de la biota normal (microbiota) de la piel. 

/ {Ооё extensión tiene la superficie de la piel? 

Y Describa las propiedades de los microorganismos que cre- 
сеп bien en la piel. 


| 21.0 An (microbiota) 
la cavidad bucal 


La cavidad bucal es uno de los hábitat microbianos más he- 
terogéneos y complejos del cuerpo. Esta cavidad incluye los 
dientes, la lengua y el espacio central. Si bien la saliva es la 
fuente más impregnada de nutrientes microbianos en la ca- 
vidad bucal, no es un medio de cultivo microbiano espe- 
talmente bueno. Se han identificado en la saliva numerosas 
Sustancias antibacterianas de las que la mayoría son los en- 
imas lisozima y lactoperoxidasa. La lisozima es una enzima 
que escinde los enlaces glicosídicos del péptidoglicano (mu- 
pepido) de la pared celular bacteriana, produciendo el 

tamiento de la pared y la lisis celular (véase Sección 
АЗ). La lactoperoxidasa, una enzima presente en la leche y 
lasaliva, destruye las bacterias mediante una reacción que 
involucra a los iones cloruro y al peróxido de hidrógeno 
(agua oxigenada), y en la que probablemente se genera oxi- 
eno molecular (véanse Secciones 6.13 y 22.2). А pesar de la 
actividad de las sustancias antíbacterianas, la presencia de 
partículas alimenticias y restos epiteliales convierten la ca- 
vidad oral en un hábitat microbiano muy favorable. 


Los dientes y la placa dental 


fl diente está compuesto de una matriz mineral de crista- 
ев de fosfato cálcico (esmalte), dentro de la cual se en- 
'guentra el tejido vivo del diente (dentina y pulpa) (Figura 
113). El diente influye en la naturaleza de la biota (micro- 
) microbiana. Durante el primer año de vida (cuando 
hay dientes) en la boca predominan las bacterias anae- 
jas acrotolerantes así como los estreptococos y lactoba- 
los, sí bien otras bacterias, incluyendo algunas aerobias, 
recen en un número reducido, Cuando aparecen los 
ites hay un cambio marcado en el equilibrio de la mi- 
ota hacia los anaerobios, desarrollándose un tipo de 
las adaptadas específicamente al crecimiento sobre 

сев de los dientes y sobre la hendidura gingival 
La colonización bacteriana de las superficies lisas de los 
зе produce como consecuencia de un anclaje firme 
células bacterianas individuales, seguido de un creci- 
еп forma de microcolonias. A partir de una superficie 
taria recién limpia, se produce la formación de una fina 
orgánica de varias micras de espesor como resulta- 
¡dela fijación de glicoproteínas ácidas de la saliva. Esta pe- 
proporciona un sitio de anclaje más firme para la 
ión de microcolonias bacterianas (Figura 21.4). La 


ШТТЕЕ] seccón де un ciente mostrando los tejidos с 
dantes que өл el diente a la encia. 


colonización de esta película glicoproteica es muy específica 
y sólo implica a unas cuantas especies de Streptococcus (pri- 
mariamente S. sanguis, S. sobrinus, S. mutans y S. mitis). Como 
consecuencia del intenso crecimiento de estos or iismos, se 
forma una zona bacteriana espesa denominada placa dental 
(Figuras 21.5 y 21.6). Si la placa sigue formándose, comienzan 
a desarrollarse bacterias filamentosas, generalmente especies 
de Fusobacterium. Las bacterias filamentosas se hallan embe- 
bidas en la matriz formada por estreptococos que se extien- 
de perpendicular a la superficie dentaria, constituyendo una 
capa bacteriana más gruesa, Además de los estreptococos y 
en asociación con las bacterias filamentosas, están las espiro- 
quetas como las especies de Borrelia (обоке Sección 1233), ba- 
cilos Gram positivos y cocos Gram negativos. En una placa 
gruesa pueden predominar los organismos filamentosos, así 
como las especies anaerobias de Actinomyces. 

Podría sorprender la naturaleza anaerobia de la biota 
(microbiota) teniendo en cuenta que la boca posee una bue- 
па accesibilidad para el oxígeno. Es probable que la anoxia 
sea el resultado de la acción de bacterias facultativas que se 
desarrollan en condiciones acrobias sobre los materiales or- 
gánicos de los dientes, puesto que la densa matriz de la pla- 
ca disminuye la difusión del oxígeno en la superficie del 
diente. Las poblaciones microbianas de la placa dental vi- 
ven en un microambiente que ellas mismas fabrican en par- 
te y también luchando contra las grandes variaciones en el 
microambiente de la cavidad bucal. 


Caries dental 

El resultado final del aumento de la placa dental y la for- 
mación de productos ácidos es la caries dental (deterioro 
dental). De ahí que el deterioro de los dientes sea una en- 
fermedad infecciosa causada por microorganismos. Las su- 
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superficie dentaria artificial insertada en una boca durante 6 h. (b) A 
mayor aumento la misma preparación que se muestra en (a). Obsérvese 
la diterente morfología de los organismos presentes y el material vis- 
coso (Nechas) que «sujetan» a los microorganismos. 


perficies lisas del diente, que están expuestas a la limpieza 
frecuente por la lengua, mejillas, saliva o el cepillo de dien- 
tes o la-acción abrasiva de la masticación de los alimentos, 
son relativamente resístentes a la caries dental. Las super 
ficies dentales a nivel de las hendiduras donde se retienen 
las partículas de los alimentos son los lugares donde con 
más frecuencia se deterioran los dientes. Por ejemplo, los 
perros son muy resistentes al deterioro dental debido a que 
la forma de sus dientes no favorece la retención de alimen- 
tos. Las dietas ricas en azúcar son especialmente cariogéni 
саз debido a que las bacterias ácido-lácticas fermentan los 
azúcares a ácido láctico, que provoca la descalcificación del 
esmalte dental (véase Figura 21.3). Una vez que hı 
zado la rotura del tejido duro, tiene lugar la proteolisis de 
la matriz del esmalte dentario bajo la acción de las enzimas 
proteolíticas liberadas por la bacteria. Los microorganis- 
mos penetran más allá de la matriz en descomposición, si 
bien las fases finales del proceso pueden ser mucho más 
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utilización de un agente de revelado, өп un diente cepillado (arriba) y 
sin capilar (abajo). Los números expresan el área total de la placa den 
taria 


lentas y con frecuencia muy complejas. La estructura del 
tejido calcificado también juega un papel importante en la 
extensión de la caries dental. La incorporación del fluon 
ro en la matriz del cristal de fosfato cálcico hace que la ma- 
triz sea más resistente a la descalcificación por ácido. Este 
hecho explica que los fluoruros ве empleen como aditivos 
en el agua para beber y еп los dentífricos para ayudar a 
controlar el deterioro de los dientes. 

Se ha implicado a dos organismos en la caries dental: 
Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutants. Ambos son 
bacterias que producen ácido láctico. 5. sobrinus puede co- 
lonizar las superficies lisas del diente debido a su afinidad 
específica con las glicoproteínas salivales (Figura 21.6), y 
es probable que este organismo sea el primer implicado en 
la afectación de las superficies lisas. S. mutans se encuentra 
sobre todo en las hendiduras y pequeñas fisuras, y su ca- 
pacidad para fijarse a ambas superficies es el resultado de 
la producción de un polisacárido de dextrano que es ex- 
traordinariamente adhesivo (Figura 21.7). S, mutans produ- 
се dextrano únicamente cuando existe sacarosa, mediante 
la enzima dextransacaridasa: 


п Sacarosa + Dextrano (glucosa), + п fructosa 


La sacarosa es el azúcar de mesa más común en la dje- 
ta de la mayoría de los países desarrollados, Su capacidad: 
рага servir como sustrato de la dextransacaridasa es una 
de las razones por las que la sacarosa es muy cariogénica 
La susceptibilidad a las caries dentales varía mucho se- 
gún los individuos y está influenciada por los rasgos inhe- 
rentes tanto al individuo como a la dieta y a otros factores 
extrínsecos. Estudios sobre la distribución de los estrep- 
tococos bucales en el hombre han demostrado una corre- 
lación directa entre la presencia de 5. mutans, y en menor 
grado de S. sobrinus, y la extensión de la caries dental. En 


ШИШЕ] тоол» olectrónicas de secciones finas de una 
раса dentaria. La porción inferior es la base де la placa; la parte supe- 
or өз la porción expuesta en la cavidad bucal. (a) Micrografia electró- 
fica а pocos aumentos. Los organismos son predominantemente 
úataplococos, La especie Streptococcus sobrinus se ha marcado me- 
dante una técnica microquímica con anticuerpos, apareciendo estas cê 
Маз más oscuras que el resto, Sé ven como dos cadenas diferentes 
fechas), El espesor total де la capa de la placa es de unas 50 ym. (b) 
Мотора electrónica de alta resolución que muestra la zona con có- 
Маз de S sobrinus (oscura, echa). Fjese en el enorme gicocál (dase 
¡Sección 21.6) que rodea las células de 5. sobrinus. 


Estados Unidos y Europa Occidental, рог ejemplo, el 80- 
0 de toda la población tiene en su dentadura S. mutans 
yla caries dental es un fenómeno prácticamente universal. 
Porel contrario, no se ve caries dental en los niños de Tan- 
тага presumiblemente debido a factores de la dieta, y en 
estos individuos no se encuentra S. mutans en la placa 

Los microorganismos bucales pueden causar otras in- 
facciones. Las áreas a lo largo de la membrana periodontal 
debajo del área gingival (huecos peridontales) (Figura 
213) pueden infectarse con una gran variedad de microor- 
fanismos, causando inflamación (gingivitis) y problemas 
bucales más serios, destrucción del hueso y enfermedad 
peridontal. Varios géneros están implicados: bacterias fu- 
siformes anaeróbicas Capno cytophaga y la bacteria anaeró- 
bica Rothia. 


gena Streptococcus mutans. Puede verse el material viscoso de dextra- 
по formando masas de partículas flamentosas. Las cólulas individuales 
henen aproximadamente 1 pm de diámetro, 


/__21.3 Revisión de conceptos 


Las bacterias pueden crecer sobre las superficies dentarias en 
gruesas capas denominadas placas. En la placa, los microorga- 
nismos producen sustancias adherentes que favorecen la futu- 

ra colonización. Los organismos productores de ácido en la placa 
lesionan las superficies del diente y se produce la caries dental, 

Varios microorganismos contribuyen a la caries dental y а la en- 

fermedad periodontal. 


Y ¿Cómo llegan a establecerse en la boca los microong 


a la caries dental? Dé al menos 


Biota normal (microbiota) 

del tracto gastrointestinal 
En la Figura 21.8, se muestra la anatomía general del trac- 
to gastrointestinal, El tracto gastrointestinal humano, el 
Jugar de la digestión de los alimentos, se compone de es- 
tómago, intestino delgado e intestino grueso. El pH de los 
fluidos del estómago es bajo, aproximadamente pH 2. El 
estómago puede considerarse, por tanto, como una barre- 
ra microbiológica contra la entrada de bacterias extrañas 
еп el tracto intestinal. El recuento de bacterías del conteni- 
do gástrico es generalmente bajo y en el estómago no hay 
apenas biota normal (microbiota). Sin embargo, organis- 
mos como Helicobacter pylori pueden colonizar la pared del 
estómago, produciendo úlceras (véase Sección 26.10). 


El tracto intestinal 

El tracto intestinal se compone de intestino delgado e intesti 
no grueso, que а su vez se subdividen en distintas estructu- 
ras anatómicas, 

El intestino delgado está dividido en dos partes: el duo- 
deno y el leon. El yeyuno conecta las dos partes. El primero, 
adyacente al estómago, es ligeramente ácido y recuerda al 
estómago en cuanto a su biota (microbiota). Desde el duo- 
deno al leon, el pH se hace progresivamente menos ácido 
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y aumenta el número de bacterias, En el fleon inferior, las 
bacterias se encuentran en la cavidad intestinal (el lumen) 
mezcladas con material digestivo. Son habituales los re- 
cuentos celulares de 10°-10 por gramo. 

El íleon conecta con el ciego, la primera parte del 
tino grueso, y el colon completa el intestino grueso. En el 
colon, las bacterias están presentes en grandes cantidades 
y esta región puede considerarse como un recipiente de fer- 
mentación especializado. Muchas bacterias viven en el in- 
terior de su luz utilizando probablemente como nutrientes 
algunos productos de la digestión de los alimentos (Tabla 
21.1). Los aerobios facultativos como Escherichia coli se en- 
cuentran en cantidades mucho más pequeñas que otras bac- 
terias; los recuentos totales de aerobios facultativos son, por 
lo general, inferiores a 107 por gramo del contenido intes- 
tinal. Las actividades de los aerobios facultativos consu- 
men todo el oxígeno presente, convirtiendo el ambiente del 
intestino grueso en estrictamente anaerobio y favorable 
para el crecimiento intenso de anaerobios obligados. Mu- 
chos de estos anaerobios son bacilos largos, delgados, Gram 
negativos con extremos en forma de huso (llamados fusi- 
formes) y están fijados por su extremo a las pequeñas in- 
dentaciones de la pared intestinal (Figura 21.9). Otros 
anaerobios obligados incluyen especies de Clostridium y 
Bacteroides. El número total de anaerobios obligados es enor- 
те. No son infrecuentes recuentos de 10-10" células/g, 


bución de los microorganismos no patógenos өп individuos saludables, 


а 


СЕЮ ™crografas electrónicas de barrido de la comuni- 


dad microbiana sobre la superficie del epitelio columnar en el leo 
del ratón. (a) Una panorámica a pequeños aumentos. Obsérvese la. 
bacteria larga, filamentosa, fusiforme, localizada sobre la superficie. 
(Ы) А mayor aumento se observan distintos filamentos fijados en una 
sola depresión. Fíjese que el anclaje se produce sólo en el extremo 
Зе los filamentos. Las células individuales tienen una longitud de 
10-15 jm. 


as. 
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del contenido intestinal, correspondiendo la mayoría de los 
anaerobios intestinales obligados a distintas especies de 
"Bacteroides. Además, Enterococcus faecalis está casi siempre 
presente en cantidades significativas. 

La microbiota intestinal en el hombre también puede 
variar cualitativamente dependiendo de la dieta. Las per- 
sonas que consumen una cantidad considerable de carne 
muestran cantidades mucho mayores de Bacteroides y mu- 

ho menores de bacterias coliformes y de bacterias del áci- 
Мо láctico, que las que tienen una dieta vegetariana. En la 
Figura 21.8, se da una visión general de los microorganis- 
mos del tracto gastrointestinal. 

La biota (microbiota) intestinal ejerce una marcada in- 

cia sobre las funciones del hospedador, llevando а 
bo una amplia variedad de reacciones metabólicas (Ta- 

21.2). Entre éstas está la producción de la vitamina B12 
¿y dela vitamina К. Estas dos vitaminas no son producidas 
[рог los humanos, sino son absorvidas por el intestino y 
Sintetizadas por la biota normal (microbiota). Los est 

los en el hígado y liberados al intest 
ula biliar y absorbidos por el intestino. 
partículas generadas por la acción fermentadora y 
bs microorganismos metanogénicos incluyen la produc- 
de gas (flato) y la producción de olor, listados en la 
bla 21.12. Por todos estos productos metabólicos, la 
josición de la biota normal (microbiota) y la dieta in- 
uyen sobre el tipo y la cantidad de componentes produ- 


Durante el paso de los alimentos por el tracto gastrot 
il, se absorbe el agua del material digerido que pro- 
sivamente Педа a hacerse más concentrado y se trans- 
еп heces, Las bacterias constituyen cerca de un tercio 
резо de la materia fecal. Los organismos que viven en 
la luz del intestino grueso son continuamente arrastrados 
iente abajo por el trasiego del material y, sí el inóculo 
ano se conserva, estas bacterias que se pierden deben 
sustituidas por un nuevo crecimiento (véase Sección 6,7). 
Метро necesario para el paso del material a lo largo de 
do е! tracto gastrointestinal es aproximadamente de 24 h 
үе hombre; la velocidad de crecimiento de bacterias en la 

ш del intestino hace que la población bacteriana se dupl 

ла o dos veces por día. 


Producto: tiamina, riboflavina 
piridoxina, Bis K 

Producto: СО, СН, Hy 

Producto: H:S, NH, aminas, indol, 
escatol (ácidos biliares), ácido. 
propiónico, ácido butirico 


Cuando se administran antibióticos por via oral, se pue- 
de inhibir el crecimiento de la biota normal (microbiota) así 
como el de los patógenos; después, el movimiento conti- 
nuado del contenido intestinal conduce a la pérdida de las 
bacterias preexistentes y a la esterilización virtual del trac- 
to intestinal. En ausencia de biota normal (microbiota) cam- 
bian las condiciones microambientales del intestino grueso, 
y pueden establecerse microorganismos oportunistas tales 
como Staphylococcus, Proteus, o la levadura Candida albicans. 
Estos organismos habitualmente no crecen en el tracto in- 
testinal porque no son capaces de competir con la biota nor- 
mal (microbiota), Ocasionalmente, el establecimiento de 
estos patógenos oportunistas puede llevar a una alteración 
perjudicial de la función digestiva o incluso a la enferme- 
dad. Tras la supresión de la antibioterapia, termina por re- 
establecerse la biota normal (microbiota) pero, casi siempre, 
sólo después de un considerable periodo. 


Gases intestinales 

El gas producido en los intestinos, denominado flato, es el 
resultado de la acción fermentativa y metanogénica de los 
microorganismos. Algunos alimentos pueden ser metabo- 
lizados en los intestinos por bacterias fermentativas, origi- 
nando la producción de hidrógeno (Н) y dióxido de car- 
bono (СО). En aproximadamente un tercio de los adultos 
normales se encuentran microorganismos metanógenos en 
los intestinos (véase Sección 13.4). Los metanógenos con- 
vierten el H y el CO, producidos por otros microorganís- 
mos intestinales en metano (CH). Los adultos normales 
expelen diariamente de sus intestinos varios cientos de mi- 
lilitros de gas, de los que aproximadamente la mitad co- 
rresponde a N, procedente del aire tragado. 


El estómago es muy ácido y representa una ba 
va рага la mayor parte de los microorganismos. 
tinal varía de ligeramente ácido а neutro y da cobijo a diversas 
y grandes poblaciones de microorganismos, en variadas condi- 
ciones nutricionales y ambientales. 
4 ¿Porqué el intestino delgado es más adecuado para ol creci- 
meinto de anareobios facultativos que el intestino grueso? 
4 Identifique varios componentes esenciales que producen la 
biota normal (microbiota) del intestino. ¿Qué sucedería si 
estos microorganismos son eliminados por el uso de anti- 
bióticos? 


Е9 Biota normal (microbiota) 
de otras del 


Todas las membranas mucosas favorecen el crecimiento de 
un grupo especializado de microorganismos. Estos orga- 
nismos forman parte del ambiente local normal y son tipicos 
del tejido sano. En muchos casos, los microorganismos po- 
tencialmente patógenos no pueden colonizar las membra- 
nas mucosas debido a la presencia de la población residente 
normal de microorganismos. En esta sección, expondremos 
dos de tales ambientes mucosos y sus microorganismos ге- 
sidentes. 
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IMAN E tacto respiratorio. ES tracto respiratorio superior 
tenen ип porcentaje айо de microorganismos, pero el tracto respiratorio 
interior tiene un porcentaje bajo de microorganismos, salvo que haya 
Infección (véase Figura 26.2) 


Tracto respiratorio 
La anatomía del tracto respiratorio se muestra en la Figura 
21.10 (véase Figura 26.2). En el tracto respiratorio superior 
(nasofaringe, cavidad bucal y garganta) los microorganis- 
mos viven primariamente en áreas bañadas con las secre- 
ciones de las membranas mucosas. Las bacterias penetran 
enel tracto respiratorio superior con el aire durante la res- 
piración, si bien la mayor parte de ellos son atrapados en los 
corredores nasales y expelidos nuevamente con las весте- 
ciones nasales. Los organismos residentes más frecuentes. 
son los estafilococos, estreptococos, bacilos diftéricos y co- 
сов Gram negativos. Las bacterias potencialmente dañinas 
como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Strep 
tococcus pyogenes y Corynebacterium diphteriae constituyena! 
menudo parte de la biota normal (microbiota) de la naso- 
faringe de los individuos sanos (Tabla 21.1), Estos indivi 
duos son portadores de patógenos, pero habitualmente по 
adquieren la enfermedad debido а que otros microorga- 
nismos residentes compiten con éxito por los recursos y li- 
mitan el crecimiento del patógeno. El sistema inmune local 
(véase Sección 22.8) es particularmente activo en las super- 


(a) Los tractos genitourinario del hombre y la 
mostrando las zonas (color) en las que los microorganismos 
habitualmente. Nótese que los tractos superiores del hombre y la 
normalmente son estériles, (b) Tinción de Gram de Lactobacillus 
'dophilus, el organismo predominante en la vagina de la mujer desde! 
adolescienda a la menopausia. Los bacilos miden 3-4 рт de! 
Los tractos de las mujeres jóvenes y mayores son menos acídicos 
están poblados por un grupo heterogéneo de microorganismos. 
crecen а pH neutros o ligeramente alcalinos. 
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ficies mucosas y puede también inhibir el crecimiento de 
Jos patógenos, 

El tracto respiratorio inferior (tráquea, bronquios y pul- 
mones) es básicamente estéril, a pesar del gran número de 
organismos potencialmente capaces de alcanzar esta región 
durante la respiración. Las partículas de polvo que son bas- 
tante grandes se retienen en el tracto respiratorio superior. 
'Amedida que el aire circula por el tracto respiratorio infe- 
rior su intensidad de flujo disminuye notablemente y los 
organismos se asientan sobre las paredes de las vias. Las 
paredes del tracto respiratorio en su conjunto están reves- 
tidas de un epitelio садо y los cilios que baten en sentido 
ascendente empujan a las bacterias y a otras partículas ha- 
Ча е1 tracto respiratorio superior, donde a continuación son 
espelidas con la saliva y las secreciones nasales. Sólo las 
partículas de un tamaño inferior a las 10 um de diámetro 
¿Son capaces de llegar a los pulmones, 


Tracto urogenital 
La Figura 21.11a muestra las principales características ana- 
lómicas de los tractos urogenitales del hombre y la mujer. 
Ёл ambos, la vejiga suele ser estéril pero las células epite- 
ales que tapizan la uretra son colonizadas por bacilos y 
Косов Gram negativos aerobios facultativos (Tabla 21.1). Es- 
los organismos, entre los que se incluye Escherichia coli y 
Proteus mirabilis y otros, pueden a veces convertirse en ро 
Мело» oportunistas. Estos organismos están presentes nor- 
Imente en el organismo o en el medio ambiente y en 
'dircunstancias normales no son patógenos. Cambios en el 
хро, como modificaciones en el pH, permiten que estos 


ismos se multipliquen y lleguen a ser patógenos. Ha- 
mente dichos organismos causan infecciones del trac- 
urinario, sobre todo en mujeres. 
La vagina de la mujer adulta, en condiciones normales, 


débilmente ácida y contiene cantidades significativas 
glucógeno (un polísacárido). Lactobacillus acidophilus 
lenta el glucógeno y protfiuce ácido. Se encuentra or- 
riamente en la vagina y puede ser responsable de la 
(véanse Figura 21.11 y Sección 12.19). También pue- 
estar presentes otros organismos —levaduras (Torw- 
в y Candida), estreptococos y E. coli. Antes de la 
tad, la vagina femenina es alcalina y no proxluce glu- 
y, по existe L. acidophilus y en la biota (microbiota) 
lominan los estafilococos, estreptococos, diftervides y 
fol Después de la menopausia desaparece el ylucóge- 
¡se eleva el pH y la biota (microbiota) se parece otra vez 
Йа que se encuentra antes de la pubertad. 


Еп ocasiones se encuentran patógenos en la biota normal 
(microbiota) del tracto respiratorio superior. ¿Porqué no cau- 
зап enfermedad en algunos casos? 

{Por qué se encuentra Lactobacillus en el tracto urogenital 
Че las mujeres adultas normales? 


11 INTERACCIONES DAÑINAS 
DE MICROORGANISMOS 
CON HUMANOS 


Muchas de las interacciones son dañinas para el hospeda- 
dor y causan enfermedad. Aquí revisaremos los mecanis- 
mos usados рог los microorganismos para causar daño al 
hospedador. La patogénesis es la capacidad de los microor- 
ganismos para causar enfermedades; empieza por la adhe- 
rencia de los microorganismos а las células del hospedador, 
seguida de la colonización y crecimiento causando daño en 
el hospedador. Los microorganismos que causan enferme- 
dades utilizan varias estrategias para provocar virulencia, 
que es la capacidad del patógeno de producir una enfer- 
medad (Figura 21.12). Consideramos primero los factores 
que ocasionan la entrada del patógeno en el hospedador, 


En :": 


Un pató 


del patógeno 


o, por lo general, debe alcanzar los tejidos del hos- 


pedador y multiplicarse antes de ocasionar un perjuicio, En la 
mayoría de los casos, esto requiere que el organismo penetre 


Microorganismos y patogenia. La presencia de mi 
Croorganismos en el hospedador no siempre produce enfermedad. 
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la piel, membranas mucosas o el epitelio intestinal, superfi- 
Чез que normalmente actúan como barreras microbianas. 


Adherencia específica 
La mayor parte de las infecciones microbianas comienzan 
por heridas en la piel, en las membranas mucosas del tracto 
respiratorio, gastrointestinal o genitourinario. Existen cons 
derables evidencias que indican que las bacterias o los virus 
que son capaces de poner en marcha la infección deben pri- 
mero adherirse específicamente a las células epiteliales (Figu- 
та 21.13), través de interacciones proteína-proteína entre el 
patógeno y las céluals del hospedador, Un microorganismo 
fectante no se adhiere a todas las células epiteliales por 
igual, sino que se adhiere selectivamente a las células en la 
zona particular del cuerpo por donde habitualmente penetra. 
Por ejemplo, Neisseria gonorrhoeae, el agente causal de la enfer 
medad de transmisión sexual gonorrea (véase Sección 26.12), 
se adhiere mucho más fuertemente al epitelio urogenital que 
а otros tejidos, usando una proteína de superficie llamada 
Opa. La célula del hospedador une específicamente a Opa 
соп una proteína llamada CD66, que sólo se encuentra en 
humanos. Por tanto, N. gonorrhene interacciona exclusiva 
mente con la célula diana a través de un par ligando-recep- 
tor, Este principio conlleva a la especificidad del hospedador. 
En muchos, casos, una сера bacteriana que normalmente in- 
fecta al hı se adhiere más fuertemente a células epite- 
células semejantes en otro 
тпріо, la rata); mientras que una cepa que es- 
pecíficamente coloniza а la rata se adhiere más firmemente 
a las células de la rata que а las células humanas. 
Algunas moléculas de adhesión no están unidas cova- 
lentemente a la bacteria. Normalmente son polisacáridos 


ДЕЕ Acherercu de patógenos а з tepdos animales (al 
Мелоуата electónica de tranamisión de una secció fna de Miro 
cholerae adhiñéndose ai borde en серйо de las үеде в del coneja 
Осегуеве la ausencia de capa estama (дссс) E) Escherichia col 
erteratógena en modelo de infección өп ternera racian nacca Las 
clas bacterianas están idas al borde an capil de las volosidades 
dela lamera mediante ип vasto gicocálz. Los bacios miden apro 
madamente 0,5 um de атео. 


sintetizados y secretados por la bacteria (véase Sección 4.13} 
Un polímero denso es una сара bien definida que rodea lá 
célula denominada cápsula (wase Figura 26.3). Algunas de: 
estas macromoléculas son polisacáridos presentes en la nas 
turaleza y forman una red pegajosa de fibras denominada: 
glicocálix (véase Figura 21.130), mientras que una difusa: 
masa de fibras que no se une a ninguna célula se denomina. 
capa viscosa (véase Figura 21.45). Estas estructuras pueden 
ser importantes para la adherencia, no sólo para los tejidos 
del hospedador, sino también para el anclaje a otras bacit 
rias. Además, las capas pueden proteger a la bacteria de los 
mecanismos de defensa del hospedador, por ejemplo la бы 
gocitosis de macrófagos y otras células (véase Sección 222) 
Las fimbrias y los pelos (pili) (véase Sección 4.13) son ese 
tructuras bacterianas (Figura 21.14) que también pueden 
interaccionar en el proceso de anclaje. Por ejemplo, los pe 
los de Neisseria gonorrhoeae juegan un un papel crítico en la 
fijación de este organismo al epitelio urogenital y las cepas 
de Escherichia coli (Figura 21.14) con fimbrias causan infec 
ciones del tracto urinario con más frecuencia que las cepas 
que carecen de fimbrias. Entre las fimbrias mejor caracteri 
zadas están las denominadas fimbrias de tipo 1 de enteros 
bacterias (Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella), Las 
fimbrias de tipo I miden 0,21 ит de longitud y 7 nm de айе 
chura, y se distribuyen uniformemente sobre la superficie 
de las células. Los pelos son generalamente más largos y 
menos abundantes que las fímbrias, sobre la superficie бё 
la bacteria, Tanto los pelos como las fímbrias actúan unióne 
dose a glicoproteínas de la célula hospedadora, Las fini 
brias de tipo I participan en la fijación a través de la unión 
de residuos de manosa de las glicoproteínas celulares est 
pecíficas del hospedador para iniciar el proceso de anclaf 
A partir de estudios de diarreas causadas por Екей 
chia coli, parece evidente la existencia de interacciones свй 
pecíficas entre el epitelio de la mucosa y el patógeno. Ld 
mayoria de las cepas de Е. coli no son patógenas y formar! 
parte de la biota normal (microbiota) del ciego y del colani 
Varias cepas están presentes en el cuerpo humano al misma! 
tiempo. Un gran número de estas cepas no patógenas «e lf 
minan con la materia fecal. Dichas cepas poseen estructural 


5i bacil 


БЕК "сосот electrónica con sombreado 


Escherichia coll mostrando fimbrias del tipo P. Las fimbrias de tipo! 
asemejan alas fimbrias de tipo |, aunque son más largas, La célula 
se muestra tiene una anchura aproximada de 0.5 pm. 
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desuperficie especificas denominadas antígenos del factor de 
solonización (CFA), que son proteínas fímbricas implicadas 
еп la fijación específica a la mucosa del intestino delgado, 
donde pueden colonizar y producir enterotoxinas (обе Sec- 
ción 21.9) que causan diarrea y otras enferemedades (oéase 
Sección 29.7). Las cepas normales no patógenas de E. coli 
también tienen CFA. Algunos factores importantes para ad- 
herencia bacteriana se muestran en la Tabla 21.3 


Invasión 
Algunos microorganismos son patógenos solamente por 
las toxinas que producen. Estos organismos no necesitan 
llegar a los tejidos del hospedador y los expondremos se- 
radamente (véanse Secciones 21.8 y 21.9). Sin embargo, 
mayor parte de los patógenos penetran en el epitelio e 
cian el proceso patogénico denominado invasión. En el 
Че entrada, generalmente pequeñas heridas o lesiones 
la piel o de las superficies mucosas, lo más frecuente es 
se se establezcan y se desarrollen. También pueden 
iplicarse en las superficies mucosas intactas, sobre todo 
ta normal (microbiota) está alterada о ha desapare- 
sido, por ejemplo, por tratamiento antimicrobiano. Los pa- 
ógenos pueden entonces colonizar con más rapidez el 
do y comenzar el proceso invasivo, Igualmente, el pa- 
о puede desarrollarse en lugares alejados del sitio 
inal de entrada, El acceso a estos lugares distantes, ge- 


ralmente interiores, se realiza por la sangre о a través del 


tema linfático (véase Sección 22.1). 


ix/chpsula/ 
da viscosa 

ise Sección 4:13 
У Figura 21:19) 


Patógenos de Escherichia coli, el glicocálix 
promufte adherencia al borde en 
Cepillo de las vellosidades intestinales. 

La unión a la superficie dental por 
'Strplocuecas mutans, mediada por el 
licocalix y el dextrano. 

La proteína М en la superficie 
Streptococcus pyogenes че une al 
receptor de la mucosa respiratoria. 

Neeser gonorrhoeae tacilita con la 
proteina Opa la unión a receptores del 
epitelio urogenital 

Junto con la proteina M de Strepiococcus 
pyogenes facilita la unión al receptor 
de la mucosa respiratoria. 

Los pili de Neisseria yonorrhaae facilitan 
la unión a receptores del epitelio 
urogenital. 

Especies de Salmonella, las fimbrias 
Че tipo T facilitan la unión al epitelio 
del intestino delgado. 

Los patógenos de Escherichia col, los 
antígenos del factor de colonización 
(СЕЛ), que son fímbricos, facilitan la 
unión al epitelio del intestino delgado. 


Êl mayoria delo ass, os receptors еп los tejidos del hospedador son 
lipides complejos omo gangland o мым, 


Ż_ 21.6 Revisión de conceptos 

El primer paso para que los patógenos alcancen los tejidos del hos- 
pedador e la adherencia a moléculas especificas del hospedador 
que habitualmente se encuentran sobre las superficies mucosas. La 
invasión se inicia en el lugar de la adherencia y puede extender- 
зе por todo el hospedador a través de los sistemas circulatorios. 
/ ¿Porquélas moléculas CFA de Escherichia coli promueven la 

adherencia a las mucosas? 
4 ¿Cómo inicia la invasión la adherencia? 


Colonización y crecimiento 


Si un patógeno llega а los tejidos debe multiplicarse. El pro- 
ceso se llama colonización. Generalmente, la carga micro- 
biana (inóculo) inicial es insuficiente para producir un daño; 
debe encontrar en el hospedador los nutrientes y las con- 
diciones ambientales adecuados. Temperatura, pH y po- 
tencial de reducción, son factores ambientales que influyen 
en el crecimiento del patógeno, pero el más importante es 
la disponibilidad de nutrientes microbianos en los tejidos 
del hospedador. Aunque pudiera parecer que un hospeda- 
dor vertebrado es un paraíso nutricional para los тистоог- 
'ganismos, по todos los nutrientes son igual de abundan- 
tes. Es frecuente que los nutrientes solubles como azúcares, 
aminoácidos y ácidos orgánicos sean escasos, y que se vean 
favorecidos los organismos capaces de utilizar fuentes com- 
plejas de nutrientes como el glucógeno, No todas las vita- 
minas, y otros factores de crecimiento, se necesitan en un 
aporte adecuado en todos los tejidos y en cualquier mo- 
mento. Por ejemplo, Brucella abortus, puede crecer lenta- 
mente en la mayor parte de los tejidos de vacas infectadas 
si bien en la placenta el crecimiento es muy rápido, 

cando el aborto. La causa de esta especificidad radica еп 
que la placenta presenta una elevada concentración de eri- 
tritol, un nutriente que es un potente estimulante del cre- 
cimiento de B. abortus (véase Tabla 21.6). 

Los elementos traza también pueden ser escasos pudien- 
do afectar al establecimiento del patógeno. Por ejemplo, parece 
bastante evidente la influencia del hierro sobre el crecimiento 
microbiano. Proteinas específicas denominadas transferrina y 
lactoferrina, presentes en los animales, se unen estrechamente 
al hierro y lo transportan por todo el cuerpo. La afinidad que 
presentan estas proteínas por el hierro es tal que es habitual el 
déficit de hierro en los mi с de hecho, la admí- 
nistración de una sal de hierro soluble a un animal infectado 
puede aumentar mucho la virulencia de algunos patógenos, 
Como se indica en la Sección 5.1, multitud de bacterias pro- 
ducen compuestos quelantes del hierro (sideróforos) que les 
ayudan a obtener hierro a partir del ambiente. Algunos que- 
lantes de hierro aislados de bacterias patógenas son tan efi- 
caces que realmente sustraen el hierro de las proteínas. 
animales fijadoras de hierro, Por ejemplo, un sideróforo de- 
nominado aerobactina, producido por algunas cepas de Esche- 
richia coli y codificado por el plásmido Col V (vénse Sección 
10.8), secuestra con facilidad el hierro unido a la transferrina.. 


Localización en el cuerpo 
Después de su entrada inicial, el organismo suele perma- 
necer localizado y se multiplica, produciendo un pequeño 
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foco de infección como un divieso, o un grano que gene- 
ralmente está causado por infecciones de la piel debidas a 
Staphylococcus (vénse Sección 26.9). Otra posibilidad es que 
los organismos puedan pasar a través de los vasos linfáti- 
cos y depositarse en los ganglios linfáticos. Si un organis- 
то alcanza la sangre, llegará a distribuirse por todo el 
cuerpo, con el microorganismo creciendo en шпа serie de 
tejidos. Si se produce en los tejidos un crecimiento bacte- 
riano masivo, puede ocurrir que algunos organismos pa- 
sena la sangre en grandes cantidades, una situación que se 
denomina bacteriemia. Las infecciones generalizadas de 
este tipo comienzan casi siempre como una infección loca- 
lizada en una zona de un órgano específico. 


/__21.7 Revisión de conceptos 


Un patógeno debe acceder a los nutrientes necesarios y a las 
condiciones de crecimineto necesarias para poder colonizar y 
:antidades suficientes en el tejido del hospedador. Los 

¿mos deben crecer localmente en el sitio de invasión, о 

len esparcirse por el cuerpo. 

Y ¿Porqué la colinización y el crecimiento son necesarios para 
+l éxito de la mayoría de los patógenos? 

/ ¿Qué factores del hospedador limitan o aceleran la coloni- 
zación y el crecimiento de los microorganismos en el lugar 
de invasión? 


БЕЗ Virulencia 


La virulencia es la habilidad relativa de un parásito para 
causar enfermedad y aquí se discutirán, los métodos bási- 
cos para medir la virulencia. Luego se aportarán ejemplos 
especificos de microorganismos particularmente virulen- 
tos y se resaltarán los métodos de los organismos para ро- 
tenciar su virulencia. 


Medición de la virulencia 
La virulencia de un patógeno puede ser valorada por estu- 
dios experimentales de la И. La ЫЗ, o dosis letal 50, es 
un patógeno que mata al 50% de los animales de expe- 
rimentación. Los patógenos que son muy virulentos nor- 
malmente muestran habilidad para matar al 100%, pero 
muestran pocas diferencias con la dosis del 50%. Esto se ilus- 
tra en la Figura 21.15 que muestra la infección de ratones por 
Stretococcus y Salmonella. Muy pocas células de Stretococcus 
pnemoniae son necesarias para matar, una vez que algunas 
células hayan establecido la virulencia. En realidad, la dosis 
letal LDs para este organismo es muy dificil de establecer, 
porque algunas células del patógeno matan. Por el contrario, 
Salmonella typhimurium también un patógeno de ratones, 
рего mucho menos virulento, y el número de patógenos ne- 
cesarios para matar al 100% de la población es más de 100 ve- 
ces mayor que el número que se requiere para matar la LD. 
Cuando los patógenos se mantienen en condiciones de 
cultivo de laboratorio, y no son reproducidos en animales, 
su virulencia disminuye frecuentemente, y puede llegar a 
perderse del todo. Se dice que tales microorganismos están 
atenuados. La atenuación ocurre probablemente porque los 
mutantes no virulentos pueden crecer más rápidamente, 
por lo que después de repetidas transferencias en medio 


100, 


Porcentaje de ratones muertos 


ET 0 ° Т 
"Número de cêtulas inyectadas por ratón 


вабо en número de células de Streptococcus pneumoniae y 
ela typtimunum, requeridos para matar ratones. 


fresco, tales mutantes se van seleccionando favorabl 
te. La atenuación ocurre más a menudo cuando las 
ciones no son favorables para el patógeno. Los organis 
atenuados, cuando se reinyectan a hospedador, adquí 
de nuevo la virulencia, pero en muchos casos la pérdida 
virulencia es para siempre. Las cepas atenuadas norn 
mente se utilizan para producir vacunas, en especial las 
cunas víricas (véase Sección 22.11). El sarampión y las 
ras se componen de virus atenuados. 


Toxicidad e invasividad 
La virulencia es la capacidad del patógeno de prod 
daño en el hospedador a través de la toxicidad y la са 
dad de invasión. Cada patógeno utiliza estas propiedı 
Para causar daño. 

Toxicidad es la capacidad del patógeno de causar di 
debido a que secreta toxinas capaces de interaccionar 
las funciones del hospedador o matar a las células. 
ejemplo, el tétano, causada por Clostridium tetani pi 
una potente exotoxina (oéase Sección 21,10). Las céluas: 
С. tetani raramente salen de la herida donde fueron 
sitadas, creciendo de forma lenta, relativamente, en la 
rida. С. telani produce una toxina que se mueve pori 
cuerpo, e inicia una contracción muscular que causa 
tualmente la muerte del hospedador. 

Invasividad es la capacidad del patógeno de crecer: 
los tejidos del hospedador en grandes cantidades, рг 
ciendo la inhibición de las funciones del hospedador, 
organismo puede producir invasividad у по prod 
toxina. Por ejemplo, el mayor factor de virulencia de 
tococcus premonize es una cápsula de polisacárido que 
viene la fagocitosis (vénse Sección 21.6, véanse Sección 
y Figura 225), fallando la mejor defensa para prevenir 
invasion. Las cepas encapsuladas de S. pnemoniae р 
сап daño al hospedador porque son altamente invasi 
crecen en el tejido pulmonar en grandes cantidades e inic 
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la neumonía (véase Sección 26.2). Las cepas по encapsuladas 
son eliminadas por los fagocitos. 

Clostridium tetani y Stretococcus pmemoniae ejemplifican 
los conceptos de virulencia e invasividad. La mayoría de 
los patógenos están en medio de los dos extremos y utilizan 
una combinación de virulencia y producción de toxinas 
рага causar enfermedad. 


Bacillus anthracis Carbunco 
Bacillus cereus Intoxicación alimentaria 
Bordetella pertussis Tos terina 
Clostridium botulinum Botulismo 
Clostridium tetani Tétano 
Clostridium perfringens Gangrena gaseosa, intoxicación 

alimentaria 
Corynebacterium diphiherae Diheria 
Escherichia coli (sólo cepas Gastroenteritis 
enteropatogenas) 
Pseudomonas arruginosa Diversas infecciones 
por P. aeruginosa 
Salmonella spp Salmonelosis, 
= fiebre tifoidea, 
y paratifoidea 
-Shigella dysenteriae Disentería 
Staphylococcus aureus Infecciones piógenas 
formadoras depus) 
infecciones respiratorias. 
intoxicación alimentan, 
sindrome de shock séptico, 
sindrome de piel escalada 
reptococcus pyogenes Infecciones piógenas, 
amigdalitis, escarlat 
cholerae Cólera 


Virulencia en Salmonella 

Salmonella spp. emplea un cóctel de toxinas e invasividad y 
otros factores de virulencia рага produccir enfermedad. Va- 
rias toxinas contribuyen a la virulencia de Salmonella y, al 
menos, se producen tres toxinas: enterotoxina (Tabla 21.4), 
endotoxina (véanse Sección 4.9 y Figura 4.35) y citoxina, La 
citotoxina actúa inhibiendo la síntesis de proteína y permi- 


Factor letal (LF) PA induce la unión del factor В, 
Factor de edema (EF) ЕР causa edema y LF causa 
Antigeno muerte celular 
(Ay AB) 
Enterotoxina (7) Induce pérdida de líquidos del 
intestino 
Toxina pertusis (AB) Bloque lel factor G de la traducción 
y mata células 
Neurotoxina (AB) Parálisis Пас (обе Figura 21.19) 
Neurotoxina (AB) Parálisis espástica (irse Figura 21.20) 
toxina (СТ) Hemóliss(leciinasa, 
теше Figura 21.170) 
Вода (CD Hemólisis 
toxina (СТ) Hemólisis 
torina (СТ) Hemólisis (cardiotoxina) 
toxins (E) Colagenasa 
Mosina (E) Proteasa 
Enterotoxina (СТ) Ahera la permeabilidad del epitelio 
intestinal 
Toxina dihêrica (AB) Inhibe la sintesis proteica en 
eucariotas (tase Figura 21.18) 
Enterotoxina (AB) Induce pérdida de liquidos del 
intestino 
Exotoxina А (АВ) Inhibe la sintesis proteica 
Esotoxina (АВ) Inhibe la sintesis proteica y 
lisa células 
Eyrotoxin (Сту Induce pérdida de líquidos del 
intestino. 
Toxina Sigha (AB) Inhibe la sintesis proteica bacteriana 
toxina (СТ) Hemóliss 
toxina síndrome de Shock sistémico 
shock tóxico (SA) 
toxinas exfoliantesA Descamación de la piel, shock 
УВА) 
Leucocidina (СТ) Destruye leucocitos 
toxina (СТ) Hemólisis 
уюкта (СТ) Mata células. 
Bionina (СТ) Hemêlisis, leucolisis 
Enterotoxinas A, B,C, D,  Inducen vómitos, 
УЕА) diarrea, shock 
Coagulasa (E) Induce coagulación de la fibrina 
Estreptolisina O (CT) Hemólisis 
Estreptolisina 5(СТ) Hemóliis (oase Figura 21.17) 
Toxina eritrogénica (SA) Original erupción de la escarlatina 
Estreptoquinasa (E) Disuelve los coágulos de fibrina 
Hialoronidasa (E) Disueive el ácido hialurónico 
en el tejido conectivo 


Induce pérdida de líquidos 
del intestino (véase Figura 21.21) 
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tiendo que el calcio escape de la célula del hospedador. 
Además, númerosos factores de virulencia están implica- 
dos en la invasion. Los factores de adhesión son un antige- 
по polisacárido O (Figura 4.35) y el antígeno flagelar H. Las 
fimbrias también pueden incrementar la adhesión. La cáp- 
sula Vi de polisacárido inhibe la unión del complemento y 
la muerte por anticuerpos (Sección 22.10). Los genes hr de 
Salmonella codifican para 10 proteínas diferentes inplicadas 
en invasión. Por ejemplo, invH codifica una adhesina de 
superficie, mientras que mC, invG, invl e ino] codifican 
proteínas implicadas еп el ensamblado de los apéndices de 
la superficie, que son estructuras proteicas utilizadas para 
la unión a la célula hospedadora. 

Salmonella da lugar a infecciones a través de parasitismo 
intracelular creciendo en el interior del intestino e, incluso, 
еп los macrófagos, un grupo de células blancas de la sangre 
que fagocita y mata las bacterias (Sección 22.2). Los facto- 
res tóxicos del macrófago son neutralizados por las prote- 
паз de Salmonella, el gen oxyR, Los macrófagos producen 
sustancias antibacterianas llamadas defénsinas, que son neu- 
tralizadas por los productos de los genes phoP y phoQ. Por 
tanto, los productos de los genes оху y pho permiten a Sal- 
monella ser un patógeno intracelular, porque estos produc- 
tos permiten el crecimineto intracelular, Algunos plásmidos 
de virulencia están implicados en la patogénesis de Salmo- 
nella. Finalmente, Salmonella también produce sideróforos, 
unas proteínas bacterianas que secuestran el hierro (vámse 
Sección 5,1 y Sección 21.7), un factor valioso de crecimien- 
to, Por tanto, Salmonella y otros muchos patógenos utilizan 


determinados factores de virulencia para iniciar la enfer- 
medad. En la Figura 21.16 se resume los factores de viru- 
lencia de Salmonella, 
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La virulencia es un factor determinante de la invasividad y to- 
xigenicidad y otros factores producidos por los patógenos. Én la 
mayoría de los patógenos, numerosos factores contribuyen a su 
virulencia. La atenuación es la pérdida de la virulencia. 


+ Distingua entre toxicidad e invasividad. 
+ Explique cómo un microorganismo puede ser atenuado, 
Discuta la atenuación para fabricar vacunas. 


NI FACTORES DE VIRULENCIA 
Y TOXINAS 


Ciertas proteínas extracelulores y toxinas producidas por 
microorganismos contribuyen al establecimiento de la pa- 
togénesis. Una gran variedad de estas proteínas son pro- 
ducidas por numerosos patógenos, pero muchas de ellas 
tienen mecanismos de acción conservados y características 
moleculares similares, Aquí se mostrarán ejemplos repre- 
sentativos de factores de virulencia y toxinas. 


Resumen de los factores de virulencia que son importantes en la patogenia por Salmonella, Se muestran los elementos os- 
tructurales que son importantes para la virulencia. Los productos génicos del pho по han sido identificados, pero se sabe que neutralizan los efec- 


tos de los detergentes que producen los macrófagos (defensinas). 
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| 21.9 Factores de virulencia 


Ciertas proteínas extracelulares producidas por patógenos 
contribuyen al establecimiento y mantenimiento de la en- 
fermedad. Estas proteínas, la mayoría enzimas, se llaman 
factores de virulencia. Por ejemplo, los estreptococos, estafi- 
Jococos, neumococos y algunos clostridios producen hia- 
Juronidasa (véase Tabla 21.4), una enzima que promueve la 
difusión de los organismos en los tejidos al romper el áci- 
do hialurónico, un polisacárido que funciona como un ee- 
mento tisular. La producción de esta enzima permite que 
estos organismos se diseminen a partir del foco primitivo. 
¿Los estreptococos y estafilococos también producen un gran 
“surtido de proteasas, nucleasas y lipasas que sirven para 
despolimerizar las proteínas del hospedador, los ácidos nu- 
deicos y las grasas, respectivamente, Los clostridios cau- 
les de la gangrena gaseosa producen colagenasa о 
ina-k (ase Tabla 21.4), que escinde la red de colágeno 
jue sustenta a los tejidos; la desagregación resultante del te- 
es un factor que permite que estos organismos se dis- 
persen por todo el cuerpo. 


„ coágulos y virulencia 
-uentemente, el hospedador genera coágulos de fibri- 
ла en una región invadida por microbios y rodea al mi- 
rganismo evitando así su difusión por el cuerpo, 
tando la infección a una zona concreta de éste, Algu- 
organismos son capaces de producir enzimas fibrino- 
ав para disolver estos coagulos e invadir más tejidos. 
1 de dichas sustancias fibrinolíticas, producida por 
йососсив pyogenes, se conoce como estreptoquinasa (wéa- 
Tabla 21.4). 
Por otra parte, algunos organismos producen enzimas 
estimulan la coagulación de la fibrina originando la lo- 
ción del organismo más que su difusión. La enzima de 
clase mejor estudiada es la goagulasa (Tabla 21.4), pro- 
ida por el patógeno Staphylococcus aurens, que hace que 
deposite el material de fíbrina sobre los cocos prote- 
foles del ataque de las células del hospedador. La ma- 
de fibrina formada como resultado de la actividad de 
¡cosgulasa podría explicar, probablemente, la locaJjzación 
¡muchas infecciones estafilocócicas en diviesos y granos 
Figura 26.23), 
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microorganismos producen gran variedad de enzimas di- 
йе que promueven la virulencia permitiendo la rotura o 
ido las funciones del hospedador. Otros patógenos pro- 
factores de virulencia que interfieren en los mecanismos. 
¡defensa del hospedador. Estos factores promueven la colo- 
ión y el crecimiento del patógeno. 


¿Qué ventaja tiene un patógeno que produce enzimas que 
digieren los componentes estructurales del hospedador? 
¿Cómo trabaja la acción de la coagulasa para ayudar o po- 
ner trabas en el crecimiento bacteriano? Dé ejemplos espe- 
йо. 


Las toxinas que se liberan al medio extracelular a medida 
que crece el о se denominan exotoxinas, Es- 
tas toxinas pueden viajar desde un foco infectivo a zonas 
alejadas del cuerpo y producir daño en zonas muy distan- 
tes del lugar del crecimiento microbiano. La Tabla 21.4 ге- 
sume las propiedades y las acciones de algunas de las 
sexotoxinas más conocidas y otros factores de virulencia, 

La mayoría de las exotoxinas se encuadran en tres cate- 
gorías: las toxinas citoliticas, las toxinas A-B y los superantige- 
пов toxinas, Las toxinas citulíticas trabajan enzimáticamente, 
atacando los componentes celulares y causando lisis. Las t0- 
xinas А-В son dos polipéptidos unidos covalentemente, A y 
B. El componente B generalmente se une a los receptores ce- 
lulares, permitiendo que el componente A atraviese la mem- 
brana, donde funciona para provocar daño еп la célula. Los 
superantígenos funcionan produciendo una gran estimula- 
ción de células inmunes, provocando una inflamación ge- 
neralizada (эбзе Sección 22.14). 


Toxinas citolíticas 
Varios patógenos sintetizan proteinas que actúan en la 
membrana citoplasmática de la célula animal provocando 
la lisis celular y, consiguientemente, la muerte celular, Es 
тшу fácil detectar la acción de estas toxinas con glóbulos ro 
jos (eritrocitos о hematíes), de ahí que generalmente se de- 
nominen hemolisinas (Tabla 21.4); quizá, actúan también 
sobre otras células distintas a los eritrocitos. La producción 
de dichas toxinas es fácilmente demostrable en el labora- 
torio haciendo una siembra en estría del organismo en una 
placa de agar sangre. Durante el crecimiento de las colonias, 
se libera cierta cantidad de hemolisina produciéndose la li- 
sis de los eritrocitos próximos, originando una zona clara ti- 
pica de hemólisis (Figura 21.174). Algunas hemolisinas son 
enzimas que atacan a los fosfolípidos de la membrana ci- 
tica del hospedador. Debido a que el fosfolipido le- 
citina (fosfatidilcolina) se emplea a menudo como sustrato, 
estas enzimas se denominan lecítinasas o fosfolipasas (Figu- 
ra21.17b). Un ejemplo es la a-toxina de Clostridium еуен. 
gens, que es una lecitinasa que disuelve los lípidos de la 
membrana, provocando la lisis celular (Tabla 21.4). Puesto 
que las membranas citoplasmáticas de todos los organis- 
mos, tanto procariotas como eucariotas, contienen fosfolí- 
pidos, las hemolisinas que son fosfolipasas destruyen, en 
ocasiones, las membranas bacterianas así como las mem- 
branas citoplasmáticas animales. Sin embargo, algunas he- 
molisinas no son fosfolípasas. La estreptolisina O, una 
hemolisina producida por los estreptococos, afecta a los es- 
teroles de la membrana citoplastmática del hospedador. Las 
leucocidinas (Tabla 21.4) son agentes líticos capaces de lisar 
leucocitos y de ahí que faciliten la disminución de la resis- 
tencia en el hospedador (onse Sección 22.1). 


Toxina diftérica 

La toxina producida por Corynebacteriun: dipliterine, el ageri- 
te etiológico de la difteria es factor importante en la pato- 
génesis de la difteria, discutida en Sección 26.3. Las ratas 
y ratones son relativamente resistentes, mientras que el 
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| Figura 21.17 [ENS 
alrededor de colonias de Streptococcus 
pyogenes creciendo en una placa de agar 
sangre. (+) Acción de la lecitinasa, una fos- 
folipasa, alrededor de colonias de Ciostri- 
dium perfringens, creciendo en un medio 
de agar con yema de huevo, una fuente 
de lecitina. Lecitinasa disuelva la mem- 
brana de los glóbulos rojos, mostrando 
zonas claras. 


в 


hombre, los conejos, cobayos y pájaros son susceptibles. 
La toxina diftórica es muy potente; basta con una molécu- 
la para matar a una sola célula. La toxina A-B es secretada 
por las células de С. diphteriae como un polipéptido de 
62 000 Dalton. El factor В se une irreversiblemente al re- 
ceptor de la célula (Figura 21.18). Después de la unión, un 
corte proteolítico entre el fragmento А y В permite la en- 
trada del fragmento A (21 000 Dalton) en el citoplasma ce- 
lular, El fragmento A de la toxina interfiere con la síntesis 
proteica al bloquear el transporte de un aminoácido desde 
el ácido ribonucleico de transferencia (RNA) a la cadena 
del péptido en crecimiento. La toxina inactiva específica- 
mente a uno de los factores de elongación (factor de elon- 
gación 2) implicado en el crecimiento de la cadena 
Polipeptídica al catalizar la fijación de la porción de la ri- 
bosa del difosfato de adenosina (ADP) del NAD’ a la pro- 
teina naciente, Tras la ADP-ribosilación, la actividad del 
factor 2 de elongación cae estrepitosamente y cesa la sín- 
tesis de proteínas. 


а 


Sintesis de proteina normal 


® 


® 


La toxina diftérica es producida por cepas de С. diphte- 
riae que son lisogénicas para un bacteriófago llamado fago 
В, y la producción de toxina está codificada en el genoma 
del fago. Las cepas de С. diphteriae no toxigénicas y, por tan- 
to, no patógenas, pueden transformarse en cepas patógenas 
por infección con el fago В (el proceso de conversión fági- 
са) (véase Sección 107) 

Un factor importante en la producción de toxina es la 
concentración de hierro presente en el ambiente, En los me- 
dios que contienen suficiente hierro para un crecimiento бр- 
timo, no se produce toxina. La toxina se forma cuando la 
concentración de hierro se reduce a niveles limitantes para el 
crecimiento. El papel del hierro, en С. diphteriae, consiste en 
unirse a una proteína reguladora (esto es, actúa como un ele- 
mento de control negativo) (véase Sección 8.5). La proteína de 
unión al hierro se combina después con una región de con- 
trol del DNA del fago В y evita la expresión del gen de la to 
xina diftérica. Cuando no existe hierro, la proteína reguladora 
то actúa y puede producirse la síntesis de la toxina. 


Se paraliza la sintesis proteica 


| Foura 2118 La эс өе Ta torina аса де Coyretacionan a E acior2 de donación ЕР 27 normalmente so we alar 
Losa y таларопа al aminoácido en el ЯМА al ribosoma, provocando la elongación де a proteina. {3} La toxina érase uno a la membrana, 
donde es hidriizada, у е fragmento А es intemalzado EI péptido A сайга ш ADP boslación dl factor 2 de elongación (EF-2. El actor mo. 
сада na ayuda a la extensión de la cadena polpeptica, como restado se intermumpa ш sintesis proteica y la ойша muera 
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Та exotoxina А de Pseudomonas aeruginosa (Tabla 21.4) 
posee una acción bastante similar a la de la toxina diftéri- 
ca, transfiriendo también la porción ADP-ribosil del МАЮ” 
al factor 2 de elongación. 


Тохіпаз del tétano y del botulismo 
Estas toxinas son producidas por dos especies de bacterias 
anaerobias obligadas, Clostridium tetani y Clostridium bo- 
tulinum, que son organismos habituales del suelo y oca- 
sionalmente pueden producir enfermedad en los animales 
(véanse Secciones 27.8 у 29.5). Es raro que С. botulinum se 
'multiplique directamente en el cuerpo, creciendo y pro- 
'duciendo, generalmente, su toxina en los alimentos en 
“malas condiciones. La ingestión de alimentos que contie- 
пеп la toxina origina una enfermedad neurológica y con 
frecuencia la muerte, producida por fallo respiratorio y 
rálisis del músculo flácido. С. tetani crece en heridas 
ntes profundas que se convierten en anaerobi 

bien С. tetani no invade el cuerpo a partir del foco i 
de la infección, la toxina que produce se puede di- 
іг a través de las neuronas y provocar síntomas 
rológicos graves (parálisis espástica) pudiendo pro- 

ır la muerte. 

La toxina botulínica comprende una serie de А-В toxinas 
jonadas que constituyen las sustancias más venenosas 
ocidas, Un miligramo de toxina botulínica pura es sufi- 
йе para matar a más de 1 millón de cobayas. De las sie- 
toxinas diferentes descritas, al menos dos de ellas están 
líficadas por bacteriófagos lisogénicos específicos de 


Clostridium botulinum. La toxina principal es una proteína de 
aproximadamente 150.000 Dalton de peso molecular que 
forma fácilmente complejos con proteínas botulínicas no 
tóxicas, dando la forma activa йе la toxina de aproximada- 

mente 10* Dalton de peso molecular. La toxicidad se pro- 
duce porque la toxina se fija a las membranas presinápticas 
en la unión neuromuscular, bloqueando la liberación de 
acetilcolina. Puesto que la transmisión del impulso nervio- 
so al músculo se realiza mediante la acción de la acetilcoli 

na, se inhibe la contracción muscular dando lugar a una 
parálisis ácida (Figura 21.19). 

La toxina tetánica es una proteína de 150.000 Dalton de 
peso molecular que contiene dos polipéptidos A-B. Al pe- 
netrar en el sistema nervioso central, esta toxina se fija a las 
sinapsis nerviosas uniéndose específicamente a un lipido 
gangliósido. Esta unión bloquea la liberación de glicina, un 
factor que induce а la relajación de los músculos. En con- 
secuencia, la toxina produce una constante activación de 
las neuronas motoras y una contracción persistente, mús- 
culos envenenados (Figura 21.20). El resultado es una pa- 
rálisis espástica, convulsiva, con contracción de ambos 
músculos que se oponen entre sí al mismo tiempo, Si los 
músculos de la boca se ven afectados, el espasmo prolon- 
gado limita el movimiento de la boca dando lugar a un cua- 
dro conocido como trismo о mandibula bloqueada, Si ве ven 
afectados los músculos respiratorios puede producirse la 
muerte por asfixia. 

Las toxinas tetánica y botulínica bloquean la liberación 
de neurotransmisores implicadas en el control muscular, 


Normal 
La acetilcolina (A) induce a la contracción 
delas fibras musculares 


в 


LULA 


Botulismo 
La toxina botulínica А bloquea la liberación 
de A, inhibiendo la contracción 

® 


La acción de la toxina de Clostridium botulinum: (а) Con una estimulación nerviosa la acetilcolina (A) es liberada de vesículas 

ге nervio motor. La acetilcolina se une a receptores especificos en el músculo, induciendo a la contracción. (b) La toxina botulínica actúa. 

¡placa motora y previene la liberación de la acetícolina (A) de las vesiculas, provocando la falta de estímulo de las fibras musculares, la re- 
ireversibile de los músculos y una parálisis flácida (véase Sección 29.5). 
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—— Fibras, 


Normal 

La glicina (G) actúa en las neuronas motoras 
раға bloquear la excitación y parar la liberación 
de acetilcolina (A), lo que permite la relajación 
del músculo 


в 


5999999999999995995555 


Tétano 
La toxina tetánica bloquea la liberación de G 
y la relajación de las fibras musculares 


Ы 


bras musculares у paralisis espástica véanse Sección 27.8 y Figura 27.19) 


pero el resultado es muy distinto, dependiendo del neuro- 
transmisor afectado en particular. 


Y 10 Revisión de conceptos 

Las toxinas biológicas más potentes son las exlóxinas produ- 
cidas por los microorganismos. Toda exotoxina actúa en célu- 
las o moléculas específicas del hospedador produciendo una 
disfunción. 


/ ¿Qué características clave comparten todas las exotoxinas? 
¿Las de las exotoxinas A-B? 

Y ¿Esnecesario que las bacterias crezcan en hospedador y que 
haya infección para que se produzcan las toxinas? 


В eerie 


Las enterotoxinas son exotoxinas que actúan sobre el in- 
testino delgado causando habitualmente una secreción ma- 
siva de líquidos en la luz intestinal provocando vómitos 
y diarrea. Las enterotoxinas son producidas por distintas 
bacterias entre las que se incluyen los organismos de la in- 
toxicación alimentaria Staphylococcus aureus, Clostridium per- 


fringens y Bacillus cereus, y los patógenos intestinales Vil 
cholerae, Escherichia coli y Salmonella enteritidis. 


Toxina del cólera 

La enterotoxina producida por Vibrio cholerae, el agente 
lógico del cólera, es la mejor conocida. La toxina col 

es una toxina A-B y está constituida por un componente, 
de peso molecular 27,200 y por cinco subunidades В, се 
una de un peso molecular de 11,600 (el complejo tiene 
peso molecular total de 82,000). La subunidad B contiene: 
sitio de unión a través del cual la toxina del cólera se 


bien, la acción tóxica corresponde a la cadena A que а 
la enzima celular adenilatociclasa, causando la conversi 


Camo se discutió en la Sección 8.7, el AMP cíclico es 
mediador específico de varios sistemas reguladores en 
células. En los mamíferos, el AMP cíclico está implicado: 
la acción de distintas hormonas así como en la transmisi 
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Células epiteliales del instentino 


24 
sn same 


Flujo iónico normat: el Ма" de la luz pasa 
ala sangre, no hay un fujo nato de СГ 


GMI 
Toxina del Vibrio 


Bloqueo del flujo de Ма" 
Flujo neto de СГ hacia la luz 


Acción de la enterotoxina del cólera. (1) El proceso 
дн tráfico de iones en el intestino y la colonización de Vibrio 
siguiendo la liberación de la enterotoxina y la unión al gan- 
GM1 de las cálulas del hospedador. (2) Las toxinas А-В ac- 
Itemalizando el componente A y activando la adeniato ciclasa 
del Mujo normal de sodio (Na”). (4) La pérdida de agua en 
y la diarrea. La terapia del cólera ss basa en la reposición de 
у la hidratación. E tratamiento antibiótico puede acortar la en- 
por limitar el crecimiento de los V cholerae, pero no tiene: 

ел la toxina ya liberada. 


sináptica en el sistema nervioso, y en las reacciones infla- 
matorias e inmunes de los tejidos, incluyendo las alergias. 
Aunque la subunidad A de la toxina del cólera es respon- 
sable de la activación de la adenilatociclasa, en primer lu- 
gar A debe ser activada por una enzima celular que requiere 
МАР” y ATP. En el mecanismo de acción de la enterotoxí- 
па del cólera, el aumento de los niveles de AMP cíclico lle- 
va consigo la secreción activa en la luz del intestino de iones 
cloruro y bicarbonato procedentes de las células mucosas 
que va al lumen del intestino. Este cambio en el equilibrio 
iónico origina la secreción de grandes cantidades de agua 
еп el lumen del intestino (Figura 21.21). En la fase aguda del 
cólera, la intensidad de la pérdida acuosa en el intestino 
delgado es mayor que la reabsorción de agua por el intes- 
tino grueso, y de ahi que se produzca una pérdida masiva 
de líquidos. Las víctimas del cólera mueren generalmente 
por deshidratación extrema y el mejor tratamiento de la en- 
fermedad es la administración oral de soluciones de elec- 
trolitos que contengan solutos para reemplazar los líquidos 
e iones perdidos. 

Debido a que la enterotoxina del cólera activa la adenila- 
tociclasa en distintas células y tejidos, las manifestaciones 
patológicas de la toxina del cólera están más relacionadas 
con el lugar específico al que se une, las células epiteliales 
del intestino delgado, que con la activación de la adenila- 
tociclasa por la propia toxina. De hecho, subunidades B pu- 
rificadas desprovistas de la actividad adenilciclasa pueden 
£vitar la acción de la enterotoxina del cólera si se adminis- 
tran en primer lugar, debido a que se unen a los 
específicos del cólera en las células de la mucosa y bloquean 
la unión de la toxina completa. 

Los estudios de la toxina del cólera han demostrado que 
la enterotoxina colérica está codificada por dos genes, ХА 
y ctxb. La expresión de сїхА y сїхВ está controlada por un 
elemento regulador positivo, una proteína codificada por el 
gen toxR. El producto del gen toxR es una proteína trans- 
membrana que controla no sólo la producción de la toxina 
del cólera sino también otros factores de virulencia impor- 
tantes como las proteínas de la membrana externa y los pili 
que se necesitan para una colonización exitosa de Vibrio 
cholerae en el intestino delgado. 


Otras enterotoxinas 

Parece bastante evidente que las enterotoxinas producidas 
por Escherichia y Salmonella enteropatógenas presentan me- 
canismos de acción semejantes al de la toxina del cólera, y 
que algunos anticuerpos contra la enterotoxina colérica 
también inactivan a estas otras enterotoxinas, lo que su- 
giere una estructura similar. La secuencia de los genes de la 
toxina del cólera ctxAy ctxB apoya aún más esta relación: los 
genes de la toxina del cólera muestran más de un 75% de 
homología de secuencia con los genes que codifican la en- 
terotoxina termolábil producida por Escherichia coli entero- 
patógena. Las enterotoxinas producidas por bacterias de la 
intoxicación alimentaria (Staphylococcus aureus, Clostridium 
perfringens, Bacillus cereus) pueden ser bastante diferentes 
еп sus mecanismos de acción. Por ejemplo, Clostridium per- 
Fringens es una citotoxina y Staphylococcus aureus es un su- 
perantígeno (Tabla 21.4). Los superantígenos tienen un 
modo de actuar completamente diferente, estimulando 
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gran númera de linfocitos y causando inflamación sistémi- 
са, además de inflamación intestinal (vénse Sección 22.14). 


/__ 21.11 Revisión de conceptos 


Las enterotoxinas son exotoxinas que actúan específicamente 

еп el intestino delgado, produciendo cambios en la permeabili- 

dad intestinal acompañados de diarrea. Muchos mi nis- 

mos responsables de la intoxicación alimentaria producen 

enterotoxinas. 

Y ¿Qué mecanismo clave comparten todas las enterotoxinas? 
¿Y las А-В exotoxinas? 

+ Describa la acción de la toxina Vibrio cholerae en el intestino 
delgado. ¿Por qué provoca pérdida excesiva de fluidos? 


БЕР Endotoxinas 


Las bacterias Gram negativas producen lipopolisacáridos 
сото parte de la capa externa de su pared celular (véase Sec- 
ción 49), y bajo determinadas condiciones estos compuestos 
son tóxicos. Se denominan endotoxinas porque normalmen- 
(е están unidas a la célula liberándose en cantidades 
sólo cuando se lisan las células. En la mayoría de los casos, el 
término endotoxina puede equipararse al de 

Las endotoxinas se han estudiado fundamentalmente en los 
géneros Escherichia, Shigella y especialmente Salmonella, Las 
diferencias principales entre exotoxinas y endotoxinas se in- 
dican en la Tabla 21.5. 


Estructura y función de la endotoxina 
Las endotoxinas, causan una variedad de efectos Bsiológi- 
cos. El síntoma prácticamente universal es la fiebre puesto 
que la endotoxina estimula en las células del hospedador la 
liberación de proteínas llamadas pirógenos endógenos, que 
afectan al centro termo-regulador del cerebro. Además, pue- 
de desarrollar diarrea, experimentar una rápida disminu- 
ción en el nimero de linfocitos, leucocitos y plaquetas, y 
entrar en un estado inflamatorio generalizado, Dosis altas de 
endotoxina pueden causar la muerte, principalmente а tra- 


Propiedades químicas 


Modo de acción; síntomas. 


Toriad 
Inmunogenicidad 
Tonoide potencial 
elimina la toxicidad, pero la toxina tratada. 
(tooide) conserva la inmunogenicidad 
Fiebre potencial No producen fiebre en el hospedador Pirógenas, producen can frecuencia fiebre 


vés de un shack hemorrágico y necrosis tisular. Sin embar 

la toxicidad de las endotoxinas es muy inferior a la de 
exotoxinas. Por ejemplo, en el ratón la cantidad media de 
'endotoxina necesaria para matar al 50% de una población de 
animales control (la denominada LD,,) es de 200-400 ир, por 
ratón, mientras que la LD, para la toxina botulínica es apr- 
ximadamente de 25 picogramos (pg) por ratón, jun millón 
de veces menos! (Un picogramo es 10% g о 10 ug). 

La estructura general del lipopolisacárido (LPS) se re- 
presenta gráficamente en la Figura 435, El lipopolisacárida 
consta del lípido A, un núcleo de polisacárido y que está 
formado por cetodesoxioctonato, azúcares de siete carbonos 
(heptosas), glucosa, galactosa y N-ac 


de cuatro a cinco azúcares (frecuentemente ramificados) que 
se repiten para formar la molécula completa (ase Sección 
45). El lipido A по es un lipido de glicerol normal, sino que 
por el contrario los ácidos grasos están interconectados por 
un enlace éster a la N-acetilglucosamina, Los ácidos 


dad y que la acción principal del polisacárido es hacer el 
pido hidrosoluble e inmunógeno (vénse Sección 22.3). 
embargo, los estudios animales han demostrado que par 
lograr una respuesta se necesita el complejo endotóxico. 
pleto que contiene а la vez el polisacárido y el lipido. 


Prueba del Limulus para la endotoxina 

Dado que las endotoxinas son inductoras de la fiebre, los 
macos como antibióticos y soluciones intravenosas deben 
tar libres de endotoxinas. Se ha desarrollado una prueba 
la detección de endotoxina de sensibilidad muy alta, ш 
zando lisados de amebocitos del cangrejo de herradura 
mulus polyphemus. Aunque no se comprende el тесапів 


Complejos ipopolisacárido lipoproteína 
(абме Figura 435) liberadas tras la lisis 
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ШЕЕ] vicrogratias de amebocitos del Limulus. (a) Ame- 
ocios normales. (b) Amebocitos tras la exposición al lipopolisacárdo 
bacteriano, El tratamiento con Ipopolisacárido provoca la degranula- 
ón delas cólulas y puede emplearse esta reacción como una prue- 
Iba del contenido en lipopolisacándo. 


(е esta prueba, la endotoxina provoca la lisis específica de 
os amebocitos (Figura 21.22). En un test comerciál (kit), se 
mezclan extractos de amebocitos con la solución que se va a 
yar.Si la endotoxina está presente, el extracto de ame- 
іо gelífica y precipita, causando un cambio perceptible 
la turbidez. Esta reacción puede cuantificarse con un es- 
folómetro y la reacción puede medirse con cantidades 


¡pequeñas como 10 pg/ml de polisacárido. Se ha utiliza- 

la prueba del Limulus para la detección de la presencia de 

idades minúsculas de endotoxina en el suero, líquido ce- 
raquídeo, agua para beber y soluciones inyectables. 


La prueba del Limulus es muy sensible por lo 
especial cuidado para evitar la contaminación del equi- 
soluciones y reactivos con bacterias Gram negativas del 
torio y del entorno clínico, por ejemplo, como conta- 
tes del agua destilada. En la rutina clínica, la detección 
fendotoxina en suero о líquido cefalorraquídeo mediante 
¡prueba del Limulus constituye un diagnóstico presuntivo 
infección por Gram negativas de estos líquidos corporales. 


ue debe po- 


Las endotoxinas son componentes tóxicos de la pared celular 
externa que derivan de las bacterias Gram negativas, Liberán- 
dose en grandes cantidades sólo cuando se lisan las células, la 
fiebre en el hospedador es un síntoma de la acción de la endo- 
toxina y otros efectos tóxicos en el hospedador, Las endotoxi- 
nas son normalmente menos tóxicas que las exotoxinas. 


¿Por qué las bacterias Gram positivas no producen endoto- 


¿Por qué es nece 
Para las endo 


rio testar las preparaciones de drogas 


Muchos de los mecanismos responsables de la eliminación 
de los patógenos son «factores de resistencia» innatos, Es- 
tos factores de resistencia pueden dividirse en dos catego- 
rías: defensas del hospedador específicas, que están dirigidas 
a las especies o cepas individuales de los patógenos, y di 
fensas inespecíficas del hospedador, dirigidas a distintos ра 
tógenos. En este capítulo consideraremos las principales 
defensas inespecíficas del hospedador que son importantes 
para conservar la salud de éste, En el capítulo siguiente 
abordaremos las defensas del hospedador específicas de éste, 
responsables de la respuesta inmune 


istencia no específica 
infección 


La primera línea de defensa frente a los patógenos está com- 
puesta de mecanismos físicos y químicos que poseen espe- 
Чез animales que actúan de forma по específica para evitar 
la invasión por patógenos. Este mecanismo, generalmente, 
evita a los patógenos causar enfermedad 


Resistencia natural del hospedador 

La habilidad de un determinado patógeno de causar enfe- 
remedad en una animal es muy variable. En la rabia, por 
ejemplo, generalmente se produce la muerte en todas las 
especies de mamíferos una vez que se desarrollan los sín- 
tomas de la enfermedad, Sin embargo, ciertas especies ani- 
males son mucho más susceptibles a la rabia que otras, Los 
mapaches y las mofetas, por ejemplo, son muy susceptibles 
a la rabía si se compara con las zarigúeyas que raramente 
se relacionan con casos de rabia en animales salvajes. El mi- 
eroorganismo productor del carbunco* (Bacillus anthracis) 
infecta a varios animales y produce síntomas clínicos que 
varían desde pústulas en el hombre, hasta una intoxicación 
sanguínea mortal en el ganado vacuno. Sin embargo, el car- 


=N del T: Enel texto original se hace referencia simultaneamente a lossin- 
mas de la infección producida tanto por Staphylococcus aureus (диз) 
> por nthracis (carbunco), bajo la misma denominación inglesa 
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bunco pulmonar es fatal en humanos (véase Sección 25.11). 
No obstante, las aves son totalmente resistentes al carbun- 
со. Por último, es raro que las enfermedades de los anima- 
les de sangre caliente se transmitan a las especies de sangre 
fría, y viceversa. 

El resultado final meridiano es que las distintas espe- 
cies animales, incluso si están muy próximas, pueden pre- 
sentar susceptibilidades completamente diferentes hacia el 
mismo patógeno. 


Edad, estrés y dieta 

La edad es un factor importante en la susceptibilidad a 
la enfermedad infecciosa. Las enfermedades infecciosas son 
más comunes en la gente muy joven y en los mayores. En 
el niño, por ejemplo, el desarrollo de una biota normal (mi- 
crobiota) intestinal ocurre con bastante rapidez, pero la bio- 
ta normal (microbiota) de un niño no es la misma que la 
del adulto. Antes del desarrollo de la biota (microbiota) del 
adulto, y especialmente en los días inmediatamente poste- 
riores al nacimiento, los patógenos tienen el terreno abo- 
nado para establecerse y producir una enfermedad. De ahí 
que la diarrea causada por cepas de Escherichia coli entero- 
patógena (véase Sección 29,7) o de Pseudomonas aeruginosa se 
encuentra a menudo en los niños menores de 1 año. El bo- 
tulismo infantil se observa sólo en niños muy jóvenes de- 
bido а que el desarrollo de la biota (microbiota) intestinal 
normal en los niños mayores evita la infección intestinal 
con Clostridium botulinum que causa la enfermedad (véase 
Sección 29.5). 

En individuos por encima de los 65 años, las enferme- 
dades infeciosas son mucho más frecuentes que en los adul- 
tos jóvenes, Por ejemplo, las personas mayores son mucho 
más susceptibles a las infecciones respiratorias, concreta- 
mente а la gripe (véase Sección 26.8), lo que probablemen- 
te se deba a una menor capacidad para orquestar una 
respuesta inmune eficaz contra los patógenos respiratorios. 
Además, los cambios anatómicos que se asocian al enveje- 
cimiento también pueden fivorecer la infección. El aumento 
Че tamaño de la próstata, una circunstancia habitual en los 
varones a partir de los 50 años, conduce habitualmente a 
la disminución de la micción. А зи vez, esta situación per- 
mite Jos patógenos colonizar ама rápidamente el но 
urinario masculino, (Figura 21.11) lo que trme consigo un 
aumento de estas infecciones en los varones mayores. 

El estrés puede predisponer а la enfermedad en las per- 
sonas normalmente sanas. 

Por ejemplo, las ratas sometidas a una intensa actividad 
física durante largos periodos de tiempo, muestran una tasa 
de mortalidad más elevada a las infecciones experimenta- 
les con Salmonella que los animales control en situación ba- 
sal. La interacción de las hormonas, que son producidas 
bajo condiciones de estrés, con el sistema inmune puede ju- 
gar un papel en la enfermedad mediada por el estrés. Los 
equilibrios hormonales cambian drásticamente cuando se 
coloca a un animal en condiciones estresantes. La hormona 
cortisona, рог ejemplo, en momentos de estrés alcanza пі- 
veles mucho más altos que durante los periodos de calma, 
siendo esta hormona un agente antiinflamatorio eficaz. La 
supresión de la inflamación elimina una de las defensas 
normales contra la enfermedad (ase Sección 21.14). 


La dieta juega un papel en la defensa del hospedador. 
Desde hace siglos se conoce la correlación entre hambre y 
enfermedad infecciosa. Los déficit proteicos pueden al- 
terar la composición de la biota normal (microbiota) per- 
mitiendo de este modo que los patógenos oportunistas pue- 
dan multiplicarse. Por ejemplo, el cólera es mucho más 
frecuente en individuos malnutridos que en los bien nutri- 
dos. El número de Vibrio cholerae que se requiere рага pro- 
vocar infección disminuye significativamente cuando se 
ingiere У. cholerae con los alimentos; esto se debe presumi- 
blemente a que los alimentos neutralizan los ácidos del es- 
tómago que normalmente destruirían al patógeno (véase 
Sección 285). 

La exclusión en la alimentación de una sustancia nece- 
saria para un patógeno puede servir como medida preven- 
tiva de la а. En este caso, el mejor ejemplo es el 
efecto de la sacarosa sobre el desarrollo de la caries dental. 
Сото se explicó en la Sección 21.3, la ausencia de sacarosa 
en la dieta (junto con una buena higiene bucal) elimina vir- 
tualmente el deterioro de los dientes. En ausencia de saca- 
rosa, las bacterias Streptococcus mutants y $, sobrinus que 
son muy carlogénicas, son incapaces de sintetizar el poli- 
sacárido pegajoso de la superficie externa que se necesita 
рага mantener unidas las células bacterianas al diente. 


Defensas físicas y químicas 
La integridad estructural de las superficies tisulares supo: 
ne una ıa la penetración por los microorganismos. En 
la piel y los tejidos mucosos, los patógenos potenciales no 
sólo deben unirse a las superficies de los tejidas sino tam- 


bién crecer еп estos lugares antes de diseminarse a cual- 
superficies intactas forman una 


quier parte del cuerpo. 
barrera eficaz a la colonización, pero es más fácil que los 


La hsczima de las 
lágrimas y otras 
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microbios logren acceder a las superficies lesionadas (por 
ejemplo en la piel desgastada). La resistencia a la coloniza- 
ción e invasión se debe a la producción de sustancias de- 
fensivas en el hospedador y a distintas acciones mecánicas 
que alteran la colonización. En la Figura 21.23, se resumen 
las principales defensas anatómicas. 

La piel es una barrera eficaz a la penetración de los mi- 
croorganismos. Las glándulas sebáceas de la piel (Figura 
212) secretan ácidos grasos y ácido láctico que disminu- 
ye el pH de la piel e inhibe la colonización de bacterias 
patógenas. Los microorganismos inhalados a través de la 
типі: o de la boca son eliminados por la acción de las célu- 
las epiteliales ciliadas en las superficies mucosas de la na- 
sofaringe y la tráquea. Los cilios empujan las células 
bacterianas hacia el exterior hasta que son atrapadas en 
las secreciones bucales siendo expectoradas o ingeridas y 
destruidas en el estómago. Los patógenos potenciales que 
penetran en el estómago deben, en primer lugar, sobrevi- 
Vir а su acidez (un pH 2, aproximadamente) y después 
competir con éxito con la biota (microbiota) residente, en 
progresivo aumento en el intestino delgado (con un pH 5, 
aproximadamente) y finalmente en el intestino grueso 
(pH.6-7). Este último órgano contiene, en un adulto nor- 
mêl, cerca de 10" bacterias por gramo de contenido in- 
testinal (véase Sección 21.4), haciendo el establecimiento 
de microorganismos muy dificil. 

En un adulto sano, la piel y la superficie del ojo están ba- 
бадав continuamente por secreciones que contienen lisozi- 
a que reduce notablemente las poblaciones microbíanas. 

os líquidos extracelulares como el plasma sanguíneo tam- 
"bién contienen sustancias bactericidas. Por ejemplo, las pro- 
de la sangre llamadas f-lisinas se unen y destruyen 

Jas células microbianas. 


` Especificidad de tejido 
Ёл principio, la mayoría de los patógenos debe colonizar 
A lugar de la infección. Si dicho lugar no es compatible 
(оп sus requerimientos nutricionales y ambientales, los or- 
ganismos no pueden multiplicarse. Por tanto, si se ingiere 
Clostridium tetani, no se produciría tétanos porque el pató- 
о es destruido por la acidez gástrica. Por otro lado, si 
¡células del С. tetani llegan а una herida profunda, el 
fanismo crecería en zonas anaerobias originadas por la 
destrucción localizada del tejido y se formaría la toxina 


| тавд 21.6 


о espontáneo (vacas) 


tetánica (véase Secciónes 21.10 y 27.8). En contraposición, 


to intestinal. La Tabla 21.6 resume numerosos ejemplos de 
especificidad tisular. 


El hospedador 

El término comprometido se refiere a aquellos hos- 
pedadores en los que funcionan mal ипо o más mecanis- 
mos de resistencia y en los que, por tanto, existe mayor 
probabilidad de infección. 

Los pacientes hospitalizados con enfermedades no in- 
fecciosas (por ejemplo, cáncer y enfermedades del corazón) 
ordinariamente adquieren infecciones y son hi dores. 
comprometidos (véase Sección 25.7). Muchas de las técni- 
cas hospitalarias como cateterismo, inyección hipodérmica, 
punción espinal y biopsia, pueden introducir también pa- 
tógenos en el enfermo. El estrés de la cirugía disminuye 
igualmente la resistencia del paciente a la infección. Las 
drogas antiinflamatorias reduce el dolor y la inflamación, 
pero también reducenn la resistencia del hospedador (uéa- 
se Sección 21.13). Por último, en las técnicas del trasplante 
de órganos, ве utilizan fármacos que suprimen el sistema in- 
тиле con objeto de prevenir el rechazo del trasplante, los 
fármacos inmunosupresores aumentan enormemente la 
susceptibilidad a la infección. 

Existen hospedadores comprometidos incluso fuera del 
hospital. El hábito de fumar, el consumo excesivo de alco- 
hol, el uso de drogas por vía intravenosa, la falta de sueño, 
la nutrición inadecuada y la propia infección son situacio- 
nes que comprometen a шп hospedador, Por ejemplo, el vi- 
rus causante del síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA) destruye un tipo de células implicado en la res- 
puesta inmune (las células Т cooperadoras) (véase Sección 
227). Por tanto, los enfermos con SIDA son incapaces de 
orquestar una resistencia eficaz a la infección; la muerte se 
debe generalmente a algún agente infeccioso (vénse Seccio- 
nes 25.6 y 25.14), 

Finalmente, existen determinadas condiciones genéti- 
саз que pueden comprometer al hospedador, como las en- 
fermedades que eliminan partes importantes del 
sistema inmune. Los individuos con estas afecciones mue- 
ren habitualmente a edad temprana debido a la infección 


más que a la propia predisposición genética. 


Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
Clostridium botulinum 

Vibrio cholerae 
Streptococcus mutans. 5. sobrinus, S. sanguis, 5, mitis 
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Y Revisión de conceptos 


Las barreras físicas, anatómicas y químicas impiden la coloni- 


zación del hospedador por la mayoría de los patógenos. La ro- 
tura de estas defensas compromete al dor que es más 
susceptible a la infección. 


+ ¿Cómo puede influir la dieta y el fumar en la resistencia del 


hospedador a un patógeno? 
Y" ¿Cómo comprometería la existencia de una infección pre- 


Ма а un hospedador, por lo demás sano? 


БЕП Inflamación y fiebre 


La inflamación es una reacción general inespecífica a par- 
tículas extrañas y a otros estímulos perjudiciales como to- 
xinas y patógenos. La respuesta inflamatoria da lugar 
tipicamente a eritema, hinchazón, dolor y calor, que se lo- 
calizan en el lugar donde el lador contactó con los es- 
tímulos nocivos. Los mediadores de la inflamación incluyen 
un grupo de proteínas denominadas citocinas (Sección 23.10), 
que son producidas por las células blancas de la sangre о 
leucocitos (Sección 22.1). Los leucocitos están también in- 
volucrados en las respuestas específicas del patógeno a es- 
tímulos nocivos en. ¡ppt inmune, que expondremos 
еп el Capítulo 22. El resultado más importante de la res- 
puesta inflamatoria es la localización inmediata del agente 
dañino, frecuentemente a través de la producción de un co- 
águlo de fibrina en el foco inflamatorio. 

La inflamación es uno de los aspectos más importantes 
de la defensa del hospedador contra los microorganismos 
invasores. біл embargo, la inflamación es también un as- 
pecto relevante de la patogenía microbiana, porque la res- 
puesta inflamatoria desencadenada por un microorganismo 
invasor puede ir seguida de un considerable daño para el 
hospedador, haciendo los nutrientes disponibles y provo- 
miendo el acceso a otros tejidos. 

Pueden producirse también respuestas inflamatorias sis- 
tématicas incontroladas. La inflamación sistémica se deno- 
mina choque séptico y causa una inflamación lizada, 
сото el edema severo y fiebre incontrolada. El choque sép- 
tido puede ser mortal, y se produce cuando la inflamación 
y la infección se desarrollan en todo el cuerpo; via linfática 
о circulatoria (Sección 22.1). 


Fiebre 
El cuerpo humano sano mantiene una temperatura sor- 
prendentemente constante. En un periodo promedio de 
unas 24 horas, la temperatura corporal fluctúa en el estre- 
cho margen de 1-1,5"C. Sin embargo, la temperatura fisio- 
lógica de los individuos varía y aunque se considera el 
estándar normal de temperatura 37°С, la verdadera tem- 
peratura normal en algunos individuos puede ser tan baja 
como 36°С o tan alta como 38°C. Además, la temperatura 
corporal cambia con la intensidad de la actividad física y 


puede estar hasta 2°С por debajo de lo normal en el sueño 
y hasta 4°C por encima de lo normal durante el ejercicio in 
tenso. 


La fiebre se define como un aumento anormal de la tem 
peratura corporal. Aunque la fiebre puede estar causada. 
por una enfermedad no infecciosa, la mayoría de las fie- 
bres obedecen a una infección. Existe, al menos, una razón 
que explique la aparición de fiebre durante muchas infec- 
ciones y es que ciertos productos de los organismos pató- 
genos son pirógenos (productores de fiebre). Los agentes 
pirógenos mejor estudiados son las endotoxinas de las bac- 
terias Gram negativas (обаве Sección 21.12). Sin embargo, 
muchos organismos que no producen endotoxinas son car 
paces de producir fiebre tras la infección, En estos organis- 
mos, una vez que son destruidos por los leucocitos, se 
liberan unas proteínas denominadas pirógenos endógenos 
(Sección 22.2). Un ligero aumento de la temperatura Беле 
ficia al hospedador acelerando las respuestas fagocíticas y 
de anticuerpos, mientras que fiebres de 40°C (104°Е) о. 
periores pueden ser beneficiosas para el patógeno, si los 
jidos del hospedador son dañados por la elevación de la 
temperatura. 


Una fiebre remitente es aquella en la que la temperatura 
poral es anormal durante un 
y el rango diario muestra vas 


mayoría de las enfermedades infecciosas provocan 
intermitente y esta situación es un diagnóstico сага 
co de la malaria (Sección 27,5), una infección debida a 
protozoo. La fiebre recurrente, causada por varias especies 
Borrelia (Secciones 27.3), es una fiebre intermitente en la q 
la temperatura se mantiene normal durante un largo l 
de tiempo, seguido por un nuevo brote de fiebre, Esto es 
pico de la recuperación incompleta de una enfermedad 
fecciosa, surgiendo la fiebre cuando la infección misma. 
reestablece periódicamente. 


У__21.14 Revisión de conceptos 


La inflamación y la fiebre son respuestas inespecíficas a 
mulos nocivos como los patógenos. Estas respuestas del 
pedador pueden producir el rápido aislamiento y la 
del patógeno, pero también puede causar daño a los tejidos: 
hospedador, 

Z Describa los síntomas princi 
Y Describa los tres tipos de fiebre. 


de la inflamación. 
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Preguntas de repaso 


1. Distinga entre parásito y patógeno, Distinga entre in- 
fección y enfermedad. 

2. ¿Qué partes del cuerpo humano se hallan, en condi- 
ciones normales, fuertemente colonizadas por micro- 
organismos? ¿Qué tienen en común estas partes del 
cuerpo? ¿Qué partes del cuerpo se encuentran nor- 
malmente desprovistas de microorganismos? ¿Qué tie- 
nen en común estas partes del cuerpo? 

3. Distinga entre microorganismos residentes y transeúntes 
еп una zona del organismo. ¿Cómo podría distinguir 
experimentalmente entre microorganismos residentes 
y transeúntes? 

4. ¿Por quélos miembros del género Streptococcus favore- 
сеп la formación de la caries dental? ¿Por qué son ca- 
paces de causar más caries que otros microorganismos? 

5. ¿Por qué el pH afecta al tipo de microorganismos del 
tracto gastrointestinal? ¿Por qué la concentración de 
oxígeno afecta al tipo de microorganismos del tracto 
gastrointestinal? 

6. Describa la relación entre Lactobacillus acidophilus y glu- 
cógeno en el tracto vaginal. ¿Por qué las mujeres jó- 
venes tienen diferente biota en el tracto vaginal que 
las mujeres adultas? 

7. Distinga entre glicocalix, cápsula y capa mucosa. 
¿Cómo afectan a la adherencia celular estas estructu- 
ras? 

8, Cite un ejemplo de microorganismo cuya patogenici- 
dad dependa casi exclusivamente de su capacidad 
para producir toxinas. Defina la toxina y su modo de 


Ejercicios prácticos 


acción. Dé un ejemplo de microorganismo cuya pato- 
genicidad dependa casi exclusivamente de sus carac- 
terísticas invasivas. ¿Qué factor o factores confieren а 
езе microorganismo la invasividad? 

9. Distinga entre А-В toxinas, citotoxinas y superantíge- 
nos. Dé un ejemplo de cada categoría de toxina. ¿Cómo 
promueve cada toxina la enfermedad? 

10. Defina el mecanismo de acción de la toxina tetánica y 
botulínica. ¿Qué relación tiene con su mecanismo de 
acción y por qué son tan peligrosas? 

11. Revise el modo de acción de la enterotoxina del có- 
lera. ¿Cuál es la terapia adecuada para esta en- 
fermedad y por qué no es útil el tratamiento con an- 
bióticos? Revise el modo de acción de la enteroto- 
xina estafilocócica. ¿Cuál es la terapia normal de esta 
enfermedad y por qué no es útil el tratamiento con 
antibióticos? 


12. Describa la estructura de una endotoxina típica. 
¿Cómo produce fiebre la endotoxina? ¿Qué mieroor- 
ganismos producen endotoxinas? 

13. ¿Cómo actúan la temperatura y el pH para limitar las 
infecciones bacterianas? ¿Dónde podría encontrar tem- 
peratura y pH diferentes de las condiciones normales 
del cuerpo? ¿Qué organismos podrían beneficiarse de 
cualquiera de estos agentes? 

14. Distinga entre fiebre continua, fiebre remitente y fiebre 
intermitente. Nombre, al menos, un agente infeccioso 
causa causa cada tipo de fiebre. ¿Qué clase aparece con 
más frecuencia en las enfermedades infecciosas? 


1, ¿Por qué los efectos protectores del moco inhiben a la 
mayoría de los microorganismos? Describa los expe- 
rimentos que demuestren los efectos del тосо, ggibre la 
colonización bacteriana, 

2. Las membrabas mucosas son barreras efectivas frente 
a la colonización y crecimiento de los 
тов. Sin embargo, las membranas mucosas de la gar- 
Bante son colonizadas por diferentes microorganismos 
que ocasionalmente producen enfermedad. Explique 
рог qué un organismo no patógeno puede volverse 
patógeno en determinadas circunstancias. Esté seguro 
Че describir un grupo de circunstancias que puedan 
favorecer la patogenicidad. 

3. ¿Qué pasos están implicados en la formación de la pla- 
са dental? Describa y exponga los experimentos que 
demuestren la formación de la placa en superficies se- 
'mejantes al diente y explique los experimentos diseña- 
dos para ilustrar los métodos biológicos de eliminación 
dela placa. 


4. ¿Qué dentífrico puede prevenir la caries? ¿Cuáles se 
rían las ventajas y los inconvenientes de esta estra- 
tegia? ¿Cómo podría comprobar la validez de esta 
estrategia en el laboratorio? 

5. Ciertos antibióticos reducen a niveles mínimos los 
microorganismos del tracto intestinal. ¿Cómo afec- 
taría al hospedador la reducción de la biota (micro- 
biota) en su fisiología? La terapia antiobiótica de 
larga duración normalmente va seguida de infeccio- 
nes por patógenos oportunistas, algunos de los cua- 
les causan enfermedades en los pacientes de SIDA 
(kase Sección 26.14). ¿Qué patógenos pueden estar 
implicados? ¿Por qué los individuos que sufren tra- 
tamiento antibiótico son susceptibles a estos pató- 
genos? 

6. Describa cómo se diferencian los Escherichia coli ente- 
ropatógenos de los que no son enteropatógenos, 

7. Cite, por lo menos, tres factores del hospedador que 
afecten al microorganismo en su colonización y creci- 
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miento en un lugar del cuerpo. Incorpore este aspec- 
toen un experimento in vitro que valide sus hipótesis. 


Identifique presiones selectivas que puedan incre- 


mentar la virulencia у де Streptococcus 
pneumoniae, Identifique presiones selectivas que pue- 
dan incrementar la virulencia y patogenicidad de Clos- 
tridium tetani. ¿Podría un aumento de la virulencia en 
cualquiera de esos organismos determinar una venta- 
ja selectiva para cualquiera de ellos? Para cada orga- 
nismo esté seguro de considerar su hábitat natural. 


J, La cosgulasa es un factor de virulencia еп. 


aureus que forma coágulos donde crece 5. aureus, Es- 
treptoquinasa es un factor de virulencia де. 
pneumoniae que actúa disolviendo los coágulos forma- 
dos, donde crece S. pneumoniae. Reconcilie estas dos es- 
trategías opuestas para potenciar la patogenicidad. 
Salmonella tiene al menos 10 genes que actúan como 
factor de virulencia e incrementan la virulencia del pa- 
tógeno, Sterptococcus pneumoniae un mês vi- 
rulento (vénse Figura 21.15), se basa en un solo factor 
de virulencia. Revise los diferentes factores de viru- 
lencia y explique por qué un solo factor de virulencia 


es tan importante para S. pneumoniae. ¿Por qué no han 
evolucionado los patógenos humanos para tener fac- 
tores de virulencia parecidos a 5. pneumoniae? 

11. Las vacunas para las exotoxinas de la difteria y del tá- 
tano se usan para prevenir la enfermedad (véase Sec- 
ción 22.11). ¿Por qué no se desarrollan vacunas para 
las endotoxinas? 


12. Los mutantes que no secretan exotoxinas son relativa- 
mente fáciles de aislar y los mutantes que carecen de en- 
dotoxinas son mucho más difíciles de aislar. Cómo 
podría conocer la estructura y función de las dos toxinas 
y explique la diferencia en la recuperación de mutantes. 

13. Las quemaduras son las heridas más difíciles de trata, 

porque se infectan fácilmente, а me- 
nudo con patógenos por qué 
e Ракси oportunistas, Explique porqué 
cuenta las características fisicas anatómicas y qulmi- 
саз que previenen habitualmente las infecciones y que 
usted ya conoce. 

14. ¿Se debe tratar la fiebre siempre? Dé respuestas argu- 
mentadas basadas en la importancia de la inflamación 
y еп la limitación de la infección, 
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Anticuerpo una proteína soluble producida 
por las células В que interacciona con el an- 
geno; se denomina también inmunoglo- 
bulina 


Antigeno una molécula capaz de interaccio- 
nar con los componentes específicos del 
sistema inmunitario 

Autoanticuerpo un anticuerpo dirigido 


que reconoce y destruye células extrañas. 
о células infectadas del hospedador, sin 
que exista un reconocimiento específico del 


Célula В un lintocito que produce inmuno- 


Célula Т lintocito responsable de las res- 
puestas celulares especificas de antígeno. 
Los linfocitos Т se subdividen en Т notó: 
xicos (Te) y Т coopetadores (Tu). Los coo- 
oradores se subdividen en Ty (células 
proinflamatorias) y Т2. que ayudan а 
producir anticuerpos 

Citocina modulador soluble de la respuesta 
inmune producido por leucocitos 

Complejo principal de histocompatibi- 
lidad (МНС) un complejo génico que co- 
Аса diversas proteinas de superficie 


Hgeno que reacciona especificamente con 
чп anticuerpo o un receptor de la célula Т; 
эе Пата también 

Dominio región de una proteina que gene 
malmente posee un plegamiento definido y 
una función determinada 


Especificidad caracteristica de la respuesta 
inmune para interaccionar selectivamente 
con antigencs individuales 

Haptene una sustancia de bajo peso mo- 
lecular que se combina con anticuerpos 
especificos, pero que ev incapaz de desen- 
cadenar por sí misma una respuesta in- 

Mipersensibilidad respuesta inmune que 
ocasiona un daño en el hospedador, y que 
а veces se denomina alergia 

Inmunidad <apcidad de un organismo para 
combatir, de forma especifica, una infec- 
ón 

Inmunidad mediada por anticuerpos 
(humoral) inmunidad producida por la 
«estimulación de linfocitos В y que implica 
la interacción directa del antigeno con los 
anticuerpos 

Inmunidad mediada por células (CMI) 
inmunidad debida a células Т especificas 
Че antigeno 

inmunización (vacunación) inoculación 
¿el hospedador con patogenees inactivos 
y atenuado», o productos de patógenos 


inmunoglobulina fg) uns proteína soluble 
producida por las células В que interac 
a con el antigeno, se denomina también 
anticuerpo 

Leucocito polimortonucioar (PMN, nev- 
trófilo) una clase de leucocitos con pro 
piedades fagocticas, citoplasma granular 
y núcleo multlobulado como, por ejemplo 
los neutrófilos 

Leucocitos células nucieadas de la sangre 
(células blancas de la sangre) 

Unta un liquido parecido a la sangre pero ca- 
тете de eritrocitos y que fuye por un s 
Fia circulatorio distinto (el sistema 
lintático) que consta de ganglios linfáticos 
cuya función es filtrar material particula- 
do (v р, bacterias) 


Lintocitos una subpoblación de células nu- 
eleadas de la sangre que participan en una 
respuesta inmune 

Macrótago una clase de leucocitos de lama 
ño grande con capacidad fagocitica 

Memoria inmunológica capacidad de pro 
ducir rápidamente grandes cantidades de 
células inmunes o anticuerpos especificos 
ras una nueva exposición a un mismo an- 
tigeno 

Plasma la parte liquida de la sangre que 
queda al eliminar las células e inactvar los 
factores de la coagulación 

Proteinas del МНС clase 1 proteinas pr- 
úsentadoras de antigeno que se expresan en 
todas las células nucleadas de los verte- 
brodos 

Proteinas del MHC clase И proicinas pre 
sentadoras de antígeno, expresadas fun- 
damentalmente en macrófagos, células By 
otras células presentadoras de antígeno 
(como las células dendríticas) 

Receptor de la célula Т receptor especie 
со de antígeno que se expresa en la super- 
йде de las células T 

Respuesta primaria de anticuerpos а 
"cuerpos fabricados tras la primera expo- 
sición al antígeno; la mayoría son de la 
dase 1g M 

Respuesta secundaria de anticuerpos 
anticuerpos generados tras la segunda o 
posterior exposición al antigeno; la mayo- 
на son de la clase lg G 

Serología el estudio in vitro de las посі 
nes antigeno-anticuerpo 

Suero la porción liquida de la sangre que re- 
sulta de la eliminación de los factores dela 
coagulación y las células 

Tolerancia incapacidad para producir una 
respuesta inmune contra antígenos espect 
ficos 


quí introducimos la inmunidad, capacidad de 

Лов hospedadores de resistir la infección. La in- 
munidad conlleva las interacciones de distintas células y 
Че sus productos para defenderse de la invasión e infec- 
ción. En el Capítulo 21, hemos discutido los procesos físicos 
y químicos que se derivan de la inmunidad no específica, 
la capacidad innata del cuerpo para resistir la infección. La 
inmunidad no específica es también función de los fagoci- 
tos, células que captan y destruyen a la mayoría de pató- 


genos. Desafortunadamente, los fagocitos y otras defensas 
по específicas no son efectivos por completo y las infeccio- 
тез pueden ocurrir де vez en cuando. 

Los fagocitos estimulan otra defensa, llamada inmunidad 
específica. La inmunidad específica es la habilidad del hos- 
pedador de reconocer y destruir un patógeno individual о 
sus productos. Los fagocitos pueden destruir parcialmen- 
te productos de los patógenos para activar los linfocitos, 
células especializadas en la respuesta específica. Un linfo- 
cito está рага reconocer una proteína llamada! 
antígeno, en © patógeno. Cuando el linfocit reconoce lan 
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tigeno del patógeno, crece y se divide muy deprisa, for- 
mando copias exactas de él mismo, o clones. Los clones de 
linfocitos destruyen el antígeno o producen sustancias so- 
lubles llamadas anticuerpos que se unen al mismo. Algunos 
linfocitos viven años, Si nos exponemos de nuevo al mismo. 
patógeno, los linfocitos se expanden rápidamente y pro- 
ducen una respuesta inmune vigorosa. La habilidad de res- 
ponder con más fuerza en los sucesivos encuentros con el 
antígeno se Пасла memoria inmunológica. El sistema inmu- 
nitario reacciona fuertemente con antígenos de patógenos, 
бепе un sistema propio para evitar el daño a los antígenos 
de nuestras células. La habilidad del sistema inmunitario 
para destruir los patógenos y prevenir la destrucción de las 
Eee clas oe llama Jlrmaca Desafoctunedamentef- 

п а veces los mecanismos de tolerancia y se producen al- 
gunas enfermedades. 

En resumen, los fagocitos presentan antígeno y activan 
alos linfocitos, induciendo la respuesta específica. Los lin- 
focitos forman clones que reconocen los antígenos (especi- 
ficidad), responden vigorosamente a la re-exposición de los 
antígenos (memoria) y no hacen daño a las células del hos- 
pedador (tolerancia). La respuesta inmune específica ha 
evolucionado para protegernos de los patógenos indivi- 
duales; sin respuesta específica no podríamos sobrevivir 


1 GENERALIDADES DE 
LA RESPUESTA INM! 


Una respuesta inmunitaria comienza con el reconoci- 
miento del patógeno y termina con su destrucción. Aquí 
introducimos varios de los mecanismos de la respuesta 
inespecífica y específica de los hospedadores para los pa- 
lógenos. Las respuestas no específicas reconocen todos los 
patógenos, mientras que las respuestas específicas reco- 
nocen cada patógeno individúalizado, Comenzaremos por 
las células y órganos del sistema inmunitario y luego con- 
sideraremos los mecanismos de la respuesta no específica, 
Terminaremos con un vistazo a la respuesta específica о 
adaptativa 


Та inmunidad inespecífica y específica se produce como 
úI¡onsecuencia de la actividad de las células que circulan en 


la sangre y en el sistema linfático, dos de los principales 
'fuidos corporales que interaccionan directa o indirecta- 
mente con cada uno de los principales sistemas orgánicos. 
Todas la células implicadas en la inmunidad tienen un pre- 

común: las células madre de médula ósea (stem cells), 


de sangre y linta 
¡sangre está formada por componentes celulares y no ce- 
рге. Contiene también muchas de las células y molécu- 
implicadas en la respuesta inmunitaria. Puesto que la 
puede obtenerse de enfermos de una forma segura 


Entrocitos. 4262 x10 
Leucocitos. 4511 10% 
Linfocitos NOAA x 10 
Monocitos Hasta во х 10" 
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y fácil, constituye una fuente valiosa de material para la: 
técnicas clínicas analíticas, incluyendo la mayoría de las 
pruebas de la respuesta inmune. La mayor parte de las nu- 
merosas células de la sangre humana son eritrocitos (células 
rojas de la sangre), células sin núcleo cuya función es la de 
transportar el oxigeno desde los pulmones a los tejidas (Ta- 
bla 22.1). Las células blancas de la sangre o leucocitos (0,1%) 
engloban varias células como los monocitos, así como los 
denominados linfocitos que participan en la producción de 
anticuerpos y en la inmunidad celular. La linfa es un lí- 
quido similar a la sangre pero віп eritrocitos. 

Todas las células y elementos de la sangre y la linfa tie- 
пеп un origen común, Como se muestra en la Figura 22.1, 
la médula ósea alberga unas células madre que son las pro- 
genitoras de todas las células maduras. Estas células ma- 
dre se diferencian para originar células maduras en gran 
cantidad; este fenómeno está modulado por un grupo de 
proteinas celulares solubles denominadas citocinas (обе 
Sección 2310) 

Cuando se elimina de la sangre las células y las pla- 
quetas, el fluido restante se llama plasma. Un componente 
importante del plasma es el fibrinógeno, una proteína que 
sufre una serie compleja de reacciones durante la forma- 
ción del coágulo de fibrina. Puede evitarse la coagulación 
mediante la adición de un anticoagulante como oxalato 
potásico, citrato potásico о heparina. El plasma es estable 
sólo cuando se añade uno de los anticoagulantes citados. 
Si no se añade un anticoagulante, toda la sangre o el plas- 
тпа forman rápidamente un coágulo. El líquido resultante 
de la coagulación se denomina suero. La elevada concen- 
tración de anticuerpos en el suero justifica su utilización 

sa еп las investigaciones inmunológicas (vénse Sec- 
ción 247). 


Circulación sanguínea y linfática 
La sangre es bombeada por el corazón a través de una red 
de arterias y capilares hacia distintas partes del cuerpo y 
regresa por las venas (Figura 22.2л, b). La Figura 222b, ¢ 
muestra los lechos capilares por donde los leucocitos pue- 
den pasar de la sangre hacia el sistema linfático, un sistema 
circulatorio distinto a través del cual circula la inf 
La linfa drena desde los tejidos extravasculares hacia los 
capilares linfáticos y después hacia los ganglios linfáticos 
(Figura 22.24), que se disponen en diferentes localizaciones 
a lo largo de todo el sistema linfático. Los ganglios linfáticos 
contienen grandes cantidades de leucocitos, dispuestos de 
manera tal que filtran los microorganismos y otros antige- 
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Macrótagos 


Origen de las principales cálulas implicadas өп la respuesta inmune. Existen dos ineas principales de precursores que 
рап en las respuestas inmunes: una generadora de céftlas fagociticas (precursores mieloides) y la otra generadora de células Infociticas 


cursores lintoides). 


nos extraños. El bazo desempeña una función parecida en el 
sistema sanguíneo. Сото resultado de esta actividad de fil- 
tración, los ganglios linfáticos pueden convertirse en focos 
infecciosos debido a que los organismos recolectados por 
los mecanismos de filtración pueden proliferar si no son 
destruidos. Los ganglios linfáticos y el bazo son también los 
lugares donde se produce la mayor parte de las respuestas 
inmunes. La linfa, consecuentemente, regresa al sistema cir- 
culatorio vía conducto linfático-torácico. 


Leucocitos 

Los leucocitos son las células nucleadas blancas de la san- 
gre y la linfa. Existen distintas clases de leucocitos (Tabla 
22.1), pero todos participan en funciones inmunes especí- 


ficas e inespecíficas. En los ganglios linfáticos abundan 
leucocitos especializados denominados macrófagos, que: 
encargan de la filtración de la linfa, como se describirá 
tarde (véase Sección 22.2), Otro tipo celular especial que 
encuentra en el sistema linfático son los linfocitos, que 
tán involucrados en la inmune específica, Se 
centran también en los ganglios linfáticos y el bazo, 
interaccionan con los antígenos. Los linfocitos se divi 


viajan al timo para madurar. Los linfocitos y algunas 
células linfoides pueden viajar a lo largo de todo el 
nismo y pasar libremente desde la sangre a los espacios: 
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Los sistemas sanguineo y nfátco. (а) Panorámica delos sistemas Infáticos más importantes, mostrando ias localizaciones de los 
principales, (o) Esquema que relaciona los sistemas intático y sanguineo. La sangre uye desde las venas al corazón, de ahi а юв pulmones 
¡e oxigena, y después а través de las arterias lega a los tejidos. (c) Visión al microscopio de la conexión entre los sistemas sanguineo y Iin- 
A pesar de que los capilares sanguíneos y infáticos son vasos cerrados, ias cólvas y los fuidos pueden pasar de un vaso а otro por un pro- 
denominado extravasación. (d) Un ganglio Infático. El diagrama describe las principales áreas anatómicas y las céllas inmunes. 


y a la linfa, y viceversa. Este proceso se deno- 
jextravasación (Figura 22.2). 


lulares y no celulares (proteínas) que son importantes para las 

funciones del sistema inmunitario. En las respuestas inmunes 

Participan distintos leucocitos. 

22.1 Revisión de conceptos Y. Dibuje un esquema del desarrollo de una célula B, una Ту 
las células implicadas en la inmunidad se originan apar- е los macrófagos desde el precursor ancestral común. 


juna célula madre común en la médula ósea. Los sistemas — Y. Describa la circulación de un leucocito desde la sangre a la 
lorios sanguíneo y linfático engloban los elementos ce- linfa y viceversa. 
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Fagoctoss, ei meroscopo de contraste de fases per 
Trka сонеч lu дийп y Фона де una cadena de боой те- 
шейип por un macrófago humano. La cadena bactrana опе una 
опо aproximada de 18-20 т. Ei mecrólago es un grupo de oik- 
tas que ingieren y degradan patógenos у productos de patogeno. 


| 22.2 DASSI inespecífica 


len romper a veces los mecanismos de 
defensa físicos y químicos del hospedador, descritos en el 
Capítulo 21 (véase Sección 21.12). Entonces el patógeno es 
capaz de llegar a los tejidos del hospedador y producir la 
infección (Sección 21.7). Cuando esto ocurre, el sistema in- 
mune debe entrar en acción. 

La puesta en marcha de la inmunidad, cuyo efecto final 
va a ser específico o inespecífico, celular o humoral, es el 
contacto de una célula con el patógeno о con una proteína 
inmunogénica, por ejemplo, una toxina. La célula que se 
halla involucrada en este primer contacto es un fagocito 


DAS 
27062066, 
е 


0 


а 


о“ 
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GEEZ] Tos principales de células inmunes. (a) Células fa- 
gocíticas. La célula nucieada en la parte inferior izquierda del centro. 
e la preparación corresponde a un neutróflo (PMN), caracterizado por 
оп núcleo segmentado y un citoplasma granular. La célula nucleadê 
де la derecha y ligeramente por encima del PMN es un топосйо. Los. 
fagocitos tienen un diámetro de 12-15 ym. El diámetro de los eritrock 
tos по nucleados es aproximadamente 6 pm. (Б) La cólula nucleada 
¡corresponde a un Iinfocito circulante. El citoplasma del infacito gene- 
ralmente es apenas visible y posee un diámetro de unos 10 рт, más. 
pequeño que el de los fagocitos. 
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(literalmente, una «célula que come»). La función principal 
del fagocito es ingerir y destruir patógenos. En este proce- 
so algunos fagocitos actúan como células presentadoras de 
antígeno (APCS) y generan los péptidos antigénicos que ac- 
tivan la respuesta inmunitaria, En esta sección examinare- 
тов algunas de las células fagocíticas importantes y la 
Capacidad de neutralizar patógenos. 


itos 

Algunos de los leucocitos presentes en la sangre son fago- 
citos, y la fagocitosis se produce también en diferentes te- 
jidos y fluidos corporales. Generalmente los fagocitos son 
móviles y se mueven por un mecanismo denominado ame- 
Љойе. La mayoría poseen inclusiones granulares denomi- 
nadas lisosomas, que contienen sustancias bactericidas 
tomo peróxido de hidrógeno, lisozima, proteasas, fosfata- 
sas, nucleasas у lipasas. Los fagocitos funcionan mejor 
cuando pueden atrapar un patógeno sobre una superficie 
сото la pared de un vaso sanguíneo o un coágulo de fi 
brina. Después de adherirse a la célula, la membrana cito- 
plasmática del fagocito se invagina e ingiere a la célula 
extraña. Se forma un fagosoma que finalmente se fusiona 
gon los lisosomas formando una nueva vesícula llamada fa- 
Bolisosoma. Las sustancias tóxicas y las enzimas que existen 
еп el interior del fagolisosoma son capaces, por lo gene- 
а), de destruir y digerir el microorganismo ingerido (Fi 
gura 223) 

Un grupo de fagocitos, los neutrófilos о leucocitos po- 
limorfonucleares (abreviadamente se denominan PMNs), 
şon células muy móviles que contienen grandes cantida- 
des de lisosomas (Figura 24.44). Los PMNS son células que 
predominan en la corriente sanguínea y la médula ósea, 
[К< ponian peces en ла número en un foco in- 

so. Son atraídas mediante quimiotaxis por bacterias y 
componentes celulares. En términos generales, la presen- 
ба de grandes cantidades de PMNs en la sangre о en un 
foco inflamatorio indica infección activa. 


Los macrófagos y los monocitos constituyen los otros 
grupos principales de células fagocíticas. Los macrófagos 
son células grandes capaces de ingerir y destruir la mayo- 
ría de patógenos y antígenos, así como de cooperar con los 
linfocitos en la generación de inmunidad específica. Los 
'monocitos son células circulantes que se diferencian hasta 
ser macrófagos (Figuras 223 y 22.44). De ahí que el térmi- 
no macrófago se use habitualmente para describir а los fa- 
gocitos que están fijos a las superficies de los tejidos, y que 
el término monocito describa al precursor circulante. Los 
macrófagos son más grandes que los monocitos y abundan 
еп el tejido linfoide y el bazo, mientras que los monocitos 
predominan en la sangre y la linfa, Los macrófagos son im- 
portantes células presentadoras de antígeno (APCS); pueden 
presentar a las células T (específicas de antígeno) antíge- 
nos extraños parcialmente degradados, lo que constituye 
el primer paso en la respuesta específica. Esta característi- 
са especial de los macrófagos los convierte en un compo- 
nente fundamental de la inmunidad específica de antígeno 
y examinaremos con mayor profundidad su función como 
АРС» en la Sección 22.5. 

El proceso inicial de la fagocitosis condiciona al fagoci- 
to, de tal suerte que es más eficaz en su función fagocítica 
y para la destrucción este de patógenos. 


Destrucción fagocítica dependiente de oxígeno 
Сото se expuso en la Sección 5.13, distintas reacciones bio- 
químicas pueden conducir a la generación de compuestos 
de oxígeno tóxicos como peróxido de hidrógeno (H;0;), 
aniones superóxidos (O, ), radicales hidroxilo (ОН), sin- 
glete de oxigeno (0), ácido hipocloroso (НОСІ) y óxido 
nítrico (NO). Las condiciones acídicas que se encuentran 
en el fagolisosoma ayudan en la generación de la reacti- 
vidad tóxica de los compuestos de oxígeno. Las células fa- 
gocíticas emplean estas formas tóxicas del oxígeno para 
destruir las bacterias que han ingerido. La acción conjunta 
de estas dos enzimas fagocíticas dependientes de oxígeno, 


Acción de las onzas Ta 
остео la generación de especies tón- 
саз de oxigeno, Éstas incluyan ol peróxido 
де hidrógeno (40:), el radical hidroxilo 
(ОН), el ácido hipoctoroso (НОС), al anión 
superóxido (О; ), el oxigeno molecular ('O;) 
y el óxido nitrico (NO). La formación de 
esios compuestos requiera un incremento 
sustancia dela ubización de oxigeno mo- 
lecular, O. Esto conlleva el incremento en 
ıa torma де oxigeno y ia consumición de ow- 
geno, que se conoce como explosión res- 
piratoria. Para una mayor discusión delas 
especies de oxigeno, véase Sección 6.13. 


citoplasmática 
del fagocito 
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genera niveles de radicales de oxigeno libre suficientes para 
destruir las bacterias ingeridas oxidando los elementos ce- 
lulares clave. Estas reacciones ocurren en el interior de la 
propia célula fagocítica que permanece inalterada por los 
productos tóxicos del oxígeno. En la Figura 22.5 se resume 
la acción de las células fagocíticas en la destrucción me- 
diada por el oxígeno. 


Fracaso fagocítico 

En algunos casos, los patógenos han desarrollado meca- 
nismos para neutralizar los efectos de los productos tóxicos 
fagocíticos, para la destrucción del fagocito o para evitar la 
fagocitosis. Por ejemplo, el Staphylococcus aureus (véase 
Sección 269) produce unos compuestos pigmentados Ila- 
mados carotenoides, que secuestran el singlete de oxigeno y 
evitan la destrucción (nénse Sección 6:13). Los patógenos in- 
tracelulares como Mycobacterium tuberculosis (bacilo de la 
tuberculosis) crecen y persisten еп el interior de las células 
fogocíticas (véase Sección 26.5). Aparentemente utilizan Jos 
glicolípidos fenólicos asociados a la pared celular (oéase 
Sección 12.23) para eliminar los compuestos tóxicos de oxi- 
geno. Estos glicolípidos son muy eficaces en la eliminación 
de radicales hidroxilo y aniones superóxido, que son las es- 
pecies tóxicas del oxígeno más perjudiciales producidas рог 
células fagocíticas. 

Otros patógenos intracelulares producen proteinas de- 
nominadas leucocidinas, que destruyen a los fagocitos. En 
dichos casos, el patógeno по es destruido una vez ingerido 
sino que destruye al fagocito y queda libre. Los principa- 
les productores de leucocidinas son Streptococcus 
y Staphylococcus aureus. Los fagocitos destruidos constitu- 
yen la mayoría del material del pus; por tanto, los organis- 
mos que producen leucocidinas habitualmente son piógenos 
(formadores de pus) y causan infecciones localizadas que 
dan lugar а furúnculos o abscesos (véanse Secciones 21.7 
y 269). 

Otra defensa microbiana importante frente a la fagoci- 
tosis es la cápsula bacteriana (vénse Sección 4.13). Las bac- 
terias encapsuladas a menudo son muy resistentes a la 
fagocitosis, loque se debe en apariencia a que la cápsula de 
algún modo impide la adherencia del fagocito a la célula 
bacteriana. El caso más claro de la importancia de la cáp- 
sula para impedir la fagocitosis es el del Streptótoccus pneu- 
moniae, Si se inyecta en un ratón sólo unas pocas células 
de una.cepa encapsulada de esta especie (menos de 10 cé- 
lulas), se inicia una infección que causa la muerte en unos 
cuantos días. Sin embargo, grandes cantidades de la cepa 
mutante acapsular son totalmente avirulentas. Otros com- 


Los anticuerpos contra las cápsulas u otras moléculas 
de superficie habitualmente revierten el efecto protector 
de estos mecanismos de defensa bacterianos y estimulan la 
fagocitosis, un proceso que se conoce como opsontzación 
(véase Sección 22.10). 


/_222 Revisión de conceptos 


Los fagocitos son las primeras células implicadas en la protec- 
ción frente а los patógenos invasores, una vez que se han supe- 
rado las barreras físicas y químicas. Son capaces de destruir a la 
mayoría de los patógenos, pero no a todos, muchos patógenos 
han desarrollado estrategias para inhibir la fagocitosis y la muer- 
te, Muchos patógenos incrementan su supervivencia mediante 
mecanismos que inhiben la fagocitosis y la muerte. 


Describa por separado las funciones de los PMNS y los ma 


/ ¿Qué mecanismos dependientes de oxigeno utilizan los fa- 
gocitos para destruir a los patógenos? 


La respuesta inmunitaria específica 


El proceso general de la respuesta inmunitaria зе ve en la Fi- 
gura 226. Fagocitos como, por ejemplo, las macrofagos, di- 
gieren los patógenos y presentan antígenos peptídicos a los 
linfocitos denominados células Т. Las células Т reconocen 
el péptido a través de su receptor específico (TCR), localizar 
doen la superficie de la célula Т. Las células Т interaccionan 
de forma específica con un único péptido antigénico. Algu- 
nas células T, T citotóxicas (Tc), directamente atacan a las célu- 
las que presentan en su superficie, Hay otras células 
Т cooperadoras (Ты) que secretan citocinas у que actúan in- 
directamente promoviendo la destrucción de otras células. 
Existen otras células, también de tipo Ty, que interaccionan 
соп los linfocitos В y a través de ese contacto los linfocitos B 
producen una gran cantidad de inmunoglobulinas, Cada оё 
lula B produce un único anticuerpo. Los anticuerpos воп pro- 
teínas solubles que interaccionan específicamente con el 
antígeno en la circulación sanguínea o en otros fluidos cor- 
porales, para neutralizar o destruir el antígeno. 

Las respuestas inmunes específicas se dividen en dos 
categorías: inmunidad celular e inmunidad humoral (res- 
puesta de anticuerpos) La inmunidad celular destruye as 
células por vía del reconocimiento del antígeno en 1а su- 
perficie celular como, por ejemplo, células infectadas por 
virus. La inmunidad humoral es efectiva frente a patógenos 
сото virus o bacterías en la sangre o la linfa, y también 
frente a toxinas, 


La inmunidad se caracteriza por las propie- 
dades de pericial menea y tolerancia 


Especificidad 

La especificidad del antígeno anticuerpo о antígeno TCR es 
distinta de todos los mecanismos que hemos estudiado por 
ahora. La respuesta no específica desafía a todos los pató- 
genos que entran en el cuerpo, incluso aquellos que el cuer- 
po no ha visto nunca antes. En la respuesta específica, hay 
unos días de retraso cuando se produce el primer contacto 
соп el antígeno, Sin embargo, cuando la respuesta ocurre: 
sólo se dirige а los antígenos del patógeno (Figura 22.70), 


Memoria 
Una vez que el sistema inmunitario produce un tipo especia 
fico de anticuerpo o de célula T activada, la posterior expo- 


DAD 


Opsonización 
Por complemento 


4 7 Unión al 
antigeno 


'munidad mediada por anticuerpos; y (3) inmunidad celular 


sición al mismo microorganismo origina la rápida produc- 
"ción de grandes cantidades del mismo anticuerpo o canti- 
muy importantes de células Т, que reaccionan con ese 
Ибдепо y lo destruyen. Esta capacidad amplificada de res- 

т al estímulo tras la promera exposición se conoce 
memoria inmunológica (Figura 22.75). La memoria 

йе al hospedador resistir a los patógenos con los que ya 


tenido contacto. Se ha aprovechado este principio en el 

proceso de la vacunación, una práctica que consiste en la ino- 

del hospedador de patógenos inactivos o atenua- 

con el fin de estimular artificialmente la inmunidad y 

ivar una protección específica frente a los patógenos pe- 
(véase Sección 22.11). 


Vistazo general de la respuesta inmune. Los patógenos son destruidos por tres mecanismos: (1) inmunidad no especifica; (2) i- 


Tolerancia 

La tolerancia es la incapacidad para orquestar una res- 
puesta inmune frente a determinados antígenos. Se debe a 
que las moléculas del hospedador son también antígenos 
potenciales. Sin embargo, en este caso, el sistema inmuni- 
tario aprende a no reconocer los antígenos propios. Las 
moléculas del hospedador serían dañadas si fueran recano- 
cidas por anticuerpos o células Т activadas (Figura 22.70), 
A través de la tolerancia, la respuesta inmune del hospe- 
dador discrimina entre las moléculas extrañas (no propias 
y potencialmente perjudiciales) y las moléculas del hos- 
рема (propias е inocuas), e interacciona adecuadamente 
con ellas. 


756 а Capítulo 22 в INMUMOLOQÍA ESENCIAL 


е Célula inmunitaria 


Especificidad: las células del sistema inmunitario reconocen las 
moléculas (antígenos) por interacción directa. 


4 


[1 Respuesta inmune colectiva. 
Memoria; la respuesta específica frente a determinado antigeno 


muchas copias de las cólulas especificas de antigeno. 


TE 


(c) Cálulas no especificas de las antígenos propios 


Tolerancia; las cólulas del sistema inmunitario no pueden 
reaccionar frente a los antígenos propios. Las células propias que 
reaccionan frente a lo propio son destruidas durante el desarrollo 
де la respuesta lumunitaria. 


IEA soon claves sobro la respuesta inmune especifica. 


/_22.3 Revisión de conceptos 


Los fagocitos no específicos presentan antígeno a las células Т 
específicas, produciendo la respuesta efectora de las células Т y 
los anticuerpos. Las células Т y los anticuerpos actúan directa- 
mente o indirectamente para inactivar o destruir el antígeno. La 
respuesta inmunitaria se caracteriza por la especificidad por el an- 
Чуепо, por la capacidad de responder más vigorosamente cuan- 
Чо se estimula con el mismo antígeno (memoria) y la habilidad de 
«liscriminar los antígenos propios de los no propios (tolerancia). 
4. Identifique las células implicadas en la respuesta celular y 
humoral. 
/ ¿Quéefectos tendría la rotura de la especificidad, memoria 
© tolerancia en la posibilidad de responder frente a un pa- 
“ео? 


I1 ANTÍGENOS, CÉLULAS Т 
E INMUNIDAD CELULAR 


Para entender la inmunidad debemos antes entender las 
moléculas y estructuras de reconocimiento del sistema in- 
munitario. Por lo tanto discutiremos primero los antígenos y 
las moléculas que los reconocen. Porque las células T son 
las primeras que reconocen al antígeno, nuestro siguiente 
apartado se centrará en el papel de las células T en la in- 
munidad. Las células T están implicadas en una variedad de 
procesos, como la respuesta mediada por las células citotó- 
xicas, las respuestas inflamatorias, y la cooperación que es 
necesaria para que las células B produzcan anticuerpos, En 
ausencia de células T no habría respuesta específica, 


ЕЕ !nmuncgenos у ntígenos 


Los antígenos son sustancias que reaccionan con anticuer- 
pos осоп especificos de antígeno denominados 
receptores de la célula Т (TCRs) que se encuentran en las 
células Т. La mayoría de los antígenos son también inmu- 
nógenos, sustancias que inducen una respuesta. Aquí exa- 
minamos los inmunógenos, y definimos los antígenos que 
interaccionan con los anticuerpos y los TCR. 


Propiedades de los inmunógenos 
Todos los inmunógenos tiene en común ciertas propiedades, 
que incluyen tamaño, complejidad y forma. Por ejemplo, los 
Raptenos son sustancias de bajo peso molecular que se com- 
binan con moléculas de anticuerpo específico, pero que por 
sí mismos no inducen la formación de anticuerpos, Los hap- 
tenos incluyen moléculas de azúcares, aminoácidos y pe- 
queños polímeros. Cuando se asocia a una proteína grande 
portadora (del inglés: carrier), son unos inmunógenos muy 
eficaces. Un requerimiento importante es que las moléculas 
deben tener un peso molecular Imente superior а 
10 000 dalton. El tamaño molecular adecuado ев una indicación 
del potencial inmunogénico. Complejos, unidades no repe- 
tidas, como las proteínas son buenos inmunógenos, Los care 
bohidratos complejos son también buenos inmunógenos, En 
contraste, los ácidos nucleicos y los lípidos, como están for- 
mados de unidades repetidas, no son buenos inmı 

Та complejidad molecular es un buen indicador de la inmu- 
nogenicidad. Las macromoléculas complejas en forma solu- 
bleo agregada (por ejemplo, proteínas precipitadas por calor) 
son generalmente excelentes inmunógenos, Los materiales 
insolubles son captados por los fagocitos produciendo una. 
respuesta inmunitaria. En contraste, la forma soluble de 
moléculas es un inmunógeno muy , porque éstas: 
son tomadas por los fagocitos, Una forma fisica apropiada 
otro buen indicador de inmunogenicidad. 
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chos tipos de dosis que confieren una inmunogenicidad im- 
portante. En general las dosis de 10 д a 1 g. Las dosis por 
debajo de 10 д o por encima de 1 g pueden no estimular 
una respuesta; bajas dosis extremas de antígeno o altas do- 
sis extremas de antígeno producen tolerancia. 

La ruta de administración de un inmunógeno es otra 
cuestión importante. Inmunizaciones dadas por vía paren- 
teral (fuera del tracto digestivo), generalmente por inyec- 
ción, son normalmente más efectivas que las dosis 
proporcionadas por vía tópica o por la boca. 

La propiedad fundamental del inmunógeno es que éste 
sea extraño al hospedador. Como hemos podido ver, el sis- 
tema inmunitario está diseñado para reconocer y eliminar 
loextraño (lo no propio). Nosotros nos hacemos tolerantes 
alas proteínas propias, pero serían potenciales inmunóge- 
nos en otros hospedadores. 


Sitio de unión al antígeno de los anticuerpos y 
los TCR 

El anticuerpo o el TCR no interacciona con toda la molécu- 
la de antígeno sino sólo frente a diferentes partes de la mo- 
lécula que se denominan determinantes antigénicos о 
ерйїоров (Figura 22.8). Desde el punto de vista químico, 
Jos determinantes antigénicos engloban a los azúcares, ami- 
лойсійо y grupos orgánicos. De ahí que los haptenos ya 
mencionados sean verdaderos ejemplos de determinantes 
'antigénicos individuales. Basta una región de 4 о 6 amino- 
“cidos para definir un determinante antigénico. Las zonas 
protuberantes de molécula son un conjunto de determi- 
“nantes antígénicos, Los anticuerpos pueden reconocer de- 
lerminantes antigénicos de una proteína que estén muy 
“alejados en la secuencia primaria, pero los plegamientos de 
la proteína (la estructura secundaria, la terciaria y la cua- 
“lernaria) los aproximarían (Figura 22.8 y Secciones 3.7 y 
39), Estos determinantes conformacionales añaden com- 
Раа a las macromoléculas. Una célula bacteriana o vi- 


Determinante 
antigónico (ерћоро) 


Los antgenos pueden contener distintos determinantes antigèn- 
cada uno de los cuales es capaz de reaccionar con un anticuerpo 
ico. Los determinantes antígénicos reconocidos por el anti- 
Ас, son un determinante conformacional, que está lormado por 
partes del mismo polipáptida. La cadena polpeptídica esta pie- 
ocasionando que dos partes alejadas se aproximen y formen un 
determinante. 


rus es un mosaico de proteinas, polisacáridos y otras mo- 
léculas, cada una de las cuales con varios determinantes 
antigénicos. Por ello los determinantes antigénicos de un 
microorganismo, o de una simple proteína, son extrema- 
damente complejos. En términos generales, la especificidad 
de los anticuerpos es igualmente capaz de distinguir entre 
sustancias estrechamente relacionadas. Por ejemplo, los an- 
ticuerpos pueden distinguir entre los azúcares glucosa y 
galactosa que difieren sólo en la orientación de un grupo hi- 
droxilo. Sin embargo, la especificidad no es absoluta y un 
anticuerpo puede reaccionar, al menos hasta cierto punto, 
con otros epítopos. El antígeno inductor del anticuerpo se 
denomina antígeno homólogo y los otros antígenos que 
reaccionan соп el anticuerpo se llaman antígenos heteró- 
logos. La interacción entre un anticuerpo y un antígeno he- 
terólogo se denomina reacción cruzada. 

Mientras que generalmente los anticuerpos reconocen 
epitopos expresados en las superficies de las moléculas, los 
TCRs reconocen determinantes sólo después de que las mo- 
léculas hayan sido parcialmente degradadas. Este antígeno 
degradado o «procesado» es después presentado a las cé- 
lulas Т sobre la superficie de células especializadas presen- 
tadoras de antígeno (APCS), о sobre las células diana (véanse 
Secciones 225 y Figura 22.11). Puesto que el procesamiento 
y la presentación del antígeno habitualmente destruyen la 
estructura conformacional de un antígeno, generalmente los 
epítopos que reconoce la célula Т constan de secuencias li- 
neales de aminoácidos más que de epítopos conformacio- 
nales reconocidos por anticuerpos. 
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Los inmunógenos son moléculas extrañas que inducen una res- 
puesta inmunitaria. Tamaño, complejidad y forma san las propie- 
dades intrínsecas de los inmunógenos. Cuando los inmunógenos 
son introducidos en el hospedador соп una dosis y par una ruta 
adecuada, éstos inducen una respuesta. Los antígenos son mo- 
léculas reconocidas por los anticuerpos y los TCR. Los epitopos 
reconocidos por los anticuerpos son estructuras del antígeno con- 
formacionales, mientras que los epítopos de la célula T son ha- 
bitualmente lineales. 


Y Distinga entre inmunógenos y antígenos, 
4 Identifique los determinantes intrínsecos y extrinsecos de 
los inmunógenos. 
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Los linfocitos Т, o células Т, son linfocitos que interaccionan 
específicamente con los antígenos sobre la 5ш de las 
células Т denominadas receptores de las células Т (TCRs). Los 
TCRs interaccionan con las APCs por las: del om- 
plejo principal de histocompatibilidad (MHC). 


Estructura del receptor de la célula Т (ТС) 

El ТСЕ es una proteína de membrana que se extiende des- 
de el interior de la célula al espacio extracelular. Cada re- 
ceptor tiene miles de copias en la superficie celular, EI TCR 
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| Figura 22.9 | Gel receptor де la célula Т (TGR). Los do- 
minios V de la cadena a y f se combinan para formar la unión del pêp- 
tido antigónico, 


consta de dos péptidos unidos por puentes disulfuro, de- 
nominados alfa (a) y beta (8). Cada cadena tiene un domi- 
nio variable (У) у un dominio constante (C) (Figura 22.9). 
Va y VB cooperan en la unión al antígeno. Como veremos 
en la Sección 23.7, el sistema inmunitario tiene la habilidad 
de generar TCRs que se unirán a cualquier péptido antíge- 
nico, De todas formas, el TCR sólo puede reconocer al an- 
tígeno si no está unida a una proteína denominada complejo 
principal de histocompatibilidad (MHC). 


Proteínas de histocompatibilidad (MHC) 
Estas proteínas están codificadas por una región genética 
presente en todos los vertebrados, denominada complejo 
principal de histocompatibilidad (МНС, del inglés major 
histocompatibility complex). Las proteínas МНС están produ- 
cidas por numerosos genes de este complejo y se denominan 
еп conjunto antígenos leucocitarios humanos о HLAS. Al des- 
cubrirse las moléculas МНС, se consideró a éstas como las 
principales moléculas diana en el rechazo de un trasplante. 
Si los tejidos de un animal o de un donante hermano se re- 
chazan de forma aguda cuando se transplantan a otro ani- 
mal о а un paciente, esto implica que sus proteínas МНС 
son distintas. Ahora sabemos que las proteínas MHC fun- 
cionan como moléculas presentadoras de antígeno y que 
interaccionan con el antígeno y el TCR. De ahí que las pro- 
teínas MHC sean un tercer conjunto de moléculas de unión 
al antígeno y jueguen un papel integral en la respuesta in- 
mune. Tos genes MHC codifican dos tipos diferentes de pro- 
teínas, denominados de clase I y de clase 11. Las 
МНС de clase están sobre la superficie de todas las células 
'nucleadas. Las proteínas МНС de clase П se encuentran sólo 
en la superficie de linfocitos B, y otras células 
presentadoras de antígeno (APCs). Las razones de esta di- 
ferente distribución podrán entenderse mejor cuando ex- 
pongamos la función de estas moléculas. 

Las proteínas МНС de clase I constan de dos polipépti- 
dos (Figura 22.104); la cadena alfa (a), codificada en la re- 
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тш Variable 
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| оо 2210 Estructura ве MHC. (а) Clase del MAC, Los dom 
ios а! y a2 зе combinan para formar la unión del péptido antigánico. 
(b) Clase Il del MHC. Los dominios a1 y 81 se combinan para formar 
la unión del péptido antigónico, 


gión génica del МНС; y otro polipéptido de clase 1 deno- 
minado fB2-microglobulina (Bam) y está codificado por un 
gen que no se localiza en el МНС. Las proteínas МНС de 
clase П constan de dos polipéptidos glicosilados unidos no 
covalentemente, llamados a y В. Al igual que las molécu- 
las de clase І, estos polípéptidos se hallan anclados en la 
membrana citoplasmática y se proyectan al exterior a par- 
tir de la superficie celular (Figura 22.106). 

Las proteínas MHC no son estructuralmente idénticas 
dentro de una especie determinada. Individuos distintos 
muestran habitualmente diferencias sutiles en la secuencia 
de aminoácidos de sus moléculas МНС. Estas variaciones 
limitadas de la secuencia se denominan polimorfismo. En el 
hombre, por ejemplo, pueden existir varios cientos de ale- 
los МНС. Las proteínas del МНС son la razón por la que 
по se admiten los transplantes de un individuo a otro; son 
reconocidos como no propios y son, pues, rechazados, La 
estructura molecular y la organización de los genes y las 
Proteínas son presentadas en el Capítulo 23, 


Presentación de antígeno 

Las proteínas МНС sirven como puntos de referencia mû 
lecular que permiten a las células T identificar antígenos 
extraños. En un animal normal, las células Т, a través de 
sus TCRs, interaccionan constantemente con proteínas u 
otros antígenos potenciales; deben ser capaces de discrimi- 
паг los antígenos propios de los no propios. La célula T, a 
través de su TCR, se une a las moléculas МНС у entonces 
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puede reconocer los antígenos extraños embebidos en la 
estructura del MHC; una célula T no puede reconocer un 
antígeno extraño a menos que sea presentado en el contex- 
to de una proteína MHC. 

¿Cómo ocurre esto? Como se expuso con anterioridad, 
cuando un antígeno es captado por una célula del hospeda- 
dor, la célula lo degrada (procesa); este antígeno procesado. 
acaba por quedar embebido o unido a la proteína MHC, y el 
complejo va hasta la membrana citoplasmática y se presen- 
ta en la superficie de la célula. Se conocen dos mecanismos 
distintos para el procesamiento del antígeno, uno para la pre- 
sentación de antígenos de clase 1 y el otro para la presenta- 
ción de antígenos de clase П (Figura 22.11). En el esquema 


de clase I (Figura 22.114), los antígenos son degradados en el 
citoplasma y unidos a proteínas de clase 1 en el retículo en- 
doplásmico. El péptido procesado tiene unos 10 aminoáci- 
dos. Este método de contacto antigénico es muy importante 
еп varias infecciones víricas, donde la célula lora 
ез la responsable de la síntesis de las proteínas víricas. Los 
péptidos víricos degradados que no son propios forman 
complejo después con proteínas de clase I y son exportados 
a la superficie celular, donde son reconocidos por células Т 

a través de TCRs específicos de antígeno, Las cé- 
lulas Т se activan y, como son efectores de la respuesta in- 
mune celular, destruyen la célula que contiene el virus, que 
se convierte así en una célula diana para la respuesta inmune. 


Presentación antigénica por proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (МНС) de clase | y clase І. (a) En la vía de 

antigónica de clase | se forman y se ensambian las proteínas de clase | en el retículo endoplasmático. D Los antígenos proteicos 

en la célula, ро ejemplo antígenos vricos y tumorales, son cegradados en ei citoplasma y transportados através de la membrana 
retículo endoplasmático, @ Los péptidos se unen a la clase | y son transportados a la superficie de la célula, e interaccionan @ con el recep- 
¡dela célula Т (TC), өп la superficie de las To. © El correceptor COS de la оба Te también interacciona con el МНС de clase |, dando lugar 
complejo más estable. Las células Tc pueden entonces Iberar citocinas y citotoxinas, proteinas que destruyen la célula diana. Cualquier cé- 
посева puede actuar como una cêlula diana para а ciase | (o En a via de presentación antigênica de clase Il: T Las proteinas de clase I! 
өп el retculo endopiasmático y se ensambian con una proteina bioquearte, I (cadena invariante), que evita que la clase 1 forme com- 

сол otros péptidos fabricados en al retículo endoplasmático. 2 Después, la clase I| va al fagolisosoma donde li y las proteínas extrañas, im- 
desde el exterior de la cálula (por endocitosis), son digeridas. Y A continuación la proteina de clase І se une a los péptidos extraños 
y el complejo se expresa sobre la superficie celular 5 donde interacciona con los TCRs y $ el coreceptor CD4 de las células T,, Las 
Т, iberan después citocnas que estimulan a las cêlulas del sistema inmunitario potenciando la respuesta. Sólo las APCs pueden ser con- 
рог las T,, que reconocen los péptidos asociados ala clase Las APCs son monocitos, macrófagos, cállas dendíricas y células В. 
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En efecto, las moléculas МНС actúan como una plata- 
forma sobre la que se une el antígeno extraño. Luego el 
ТСК reconoce al antígeno (no propio) y el МНС (propio). 
Esta interacción célula-célula induce a las células Т cito- 
tóxicas, que inducen proteínas llamadas perforinas (véase 
Sección 22.6) que matan a las células infectadas por virus 
(células diana) 

Un segundo esquema de presentación antigénica in- 
volucra a la molécula de clase 11 (Figura 22.119). En este 
caso, las moléculas de clase 1] se completan con un poli- 
péptido propio denominado li o cadena invariante (li) 
(véase Sección 222), Cuando el fagosoma que contiene el 
antígeno fagocitado se fusiona con el lisosoma formando 
un fagolisosoma, los antígenos son digeridos por enzimas 
proteolíticos junto con la cadena li, que acompaña a las 
moléculas de clase I y es la responsable de que estas molé- 
culas se dirijan hacia la zona donde se degradan los anti- 
Benos extraños captados del exterior celular. Los péptidos 
generados, habitualmente de unos 11 a 15 aminoácidos de 
Jongitud (ligeramente mayores que los péptidos de unión 
a clase 1), se unen entonces al sitio de unión del antígeno 
de clase ЇЇ recién expuesto y todo el complejo se expresa 
a la postre sobre la membrana citoplasmática externa don- 
de es presentado a las células Ty. Las células Т, a través 
del ТСК, reconocen a continuación el complejo МНС de 
clase U-péptido extraño sobre la superficie de las АРС». 
Las células Ty son activadas por el contacto con el antî. 
geno extraño y secretan moléculas que estimulan la pro- 
ducción de anticuerpo por clones específicos de células B, 
o secretan un conjunto de citocinas proinflamatorias (véan- 
se Secciones 227 y 229) 


CD4 y СОВ, los correceptores 

Aparte del TCR todas las células tiene una proteína de su- 
perficie que actúa como correceptor. Por ejemplo, las células 
“Th expresan la proteína CD4, que actúa como correceptor, 
y las Те expresan la proteína СОВ, que actúa como corre- 
ceptor (Figura 22.11), Cuando el ТСК se une al péptido- 
МНС, el correceptor se une al МНС, reforzando la unión y 
activando a su vez la célula T. CD4 sólo se une a las prote- 
{паз de clase П, asegurando que los Th se unan a las APC 
que expresan clase П. Por otro lado, CDS sólo se une a las 
proteínas de clase I, asegurando la unión con Clase 1. Ade- 
más, estas dos moléculas CD4 y CDS sirven como muy con- 
venientes marcadores para distinguir fr vitro las células Th 
y Te, 


/_22.5 Revisión de conceptos 


Las células T reconocen el antigeno presentado por fagocitos es- 
úpecializados o por células infectadas de patógenos. A nivel mo- 
lecular, los ТСК interactúan соп antígenos presentados por el 
МНС Las interacciones molecular pueden estimular a las célu- 
las Т para matar a las que portan el antígeno extraño o produ- 
cir unas proteínas que se denominan citocinas. 


Z ¿En qué células se encuentran las proteínas МНС de clase 1 
y de clase Ш? 

+ Defina los procesos de presentación antigénica para los pa- 
tógenos intracelulares y los extracelulares. 


Las células Т citotóxicas (Тс) y las 
asesinas naturales (NK) 


En la sección previa hemos introducido dos clases de lin- 
focitos Т, los Te y los Tu, Aquí examinaremos la función ci- 
totóxica en detalle, Asimismo examinaremos las células 
asesinas naturales, que también matan a las células infec- 
tadas. Examinaremos la función de los Th en la Sección 227, 


Linfocitos Т citotóxicos 
Las células T citotáxicas (células Т), también llamadas linto- 
citos T citotóxicos (CTLs), participan en la destrucción de 
cólulas infectadas, que presentan antígenos extraños en su 
. Como se mencionó anteriormente en relación con. 
el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (véase 
Sección 22.5), las células Т. reconocen antígenos extraños 
presentados por moléculas МНС de clase 1, Cualquier c& 
Tula que porte un antígeno extraño, como ocurre en aquéllas 
que hospedan a virus, puede ser lisada por células Te. 

Es necesario el contacto entre una célula Te у una célula 
diana para que se produzca la lisis. El inicio de dicho con- 
tacto depende del ТСК: el complejo Ag-MHC (Figura 
22114). El contacto con la célula diana provoca el acúmulo. 
Че los gránulos en los sitios de contacto con la célula Т y la 
liberación de su contenido. Estos gránulos contienen mo- 
nómeros de perforina, que traspasa la membrana de la célu- 
la diana, se polimeriza y forma un poro. De hecho no 


excreta sólo la perforina, sino también gránulos que contie 


пеп granzima, proteína que causa apoptosis o muerte celular 
programada, Cuando la granzima entra por los poros de la 
perforina, la célula se contrae y degrada todos sus compo- 
nentes (Figura 22.12). Las Te no son afectadas por el proce- 
so; sus membranas по son afectadas por la perforina. Las 
células Т matan sólo las células que expresan antígenos ex- 
traños porque la degranulación ocurre cuando las células 
expresan antígenos extraños, Las células que no exp: 
antígenos extraños no establecen el contacto y no mueren. 


Las células asesinas representan una nueva clase de li 
citos distintos a las células Т ctotóxicas que ju 

pel еп la destrucción de células extrañas. Las сёй 

(NK, del inglés natural killer) no son células T ni В, Tras la 
estimulación, su número no aumenta, пі se genera 

ria. Sin embargo, las células NK se parecen a las células Te 
en su capacidad para destruir células extrañas. Por ej 
plo, las células NK utilizan la perforina y la granzima para 
lisar sus células diana, Sin embargo, las células NK difi 

de las células Te en que estas últimas, no pueden destruit 


МК reconocen las células normales y sus proteínas de cl 
se Ta través de un conjunto de receptores especiales 

clase L La unión de estos receptores a la clase I desactiva 
mecanismo lítico aunque, cuando no existe unión, el 
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Células Ty; 
Inflamatonas. 


Liberación de 
TNF-a GM-CSF 
IFN-yy chiocinas 


Ј Activación por citocinas 


Incremento de la fagocitosis 
e inflamación 


Células T efectoras. (a) Células Т citotéxicas о To 
Рог antígenos en el contexto del МНС de clase l. Las Тс 
liberando los gránulos que contienen de perforina y granzi- 
eitoxinas que perforan la célula y causan apoptosis, respectiva- 


(b) Células T inflamatorias o Tw; son activadas por antígenos 
еп macrófagos en el contexto del MHC de clase ll Las Т,1 
¡produciendo citocinas que estimulan a los macrófagos que 

la capacidad tagocitca y promueven la infamación. 


nismo lítico es activo y la célula МК lisa a la célula que no 
reconoce. Como se mencionó previamente, las principales 
dianas delas células NK son las células tumorales y las in- 
fectadas por virus, que con frecuencia presentan una ex- 
presión de clase 1 disminuida o alterada. 


/_22.6 Revisión de conceptos 


Los Tc reconocen las células infectadas por virus a través del 
TCR. Los antígenos específicos producen la muerte vía perforina 
y granzima. Las NK utilizan los mismos mecanismos efectores 
рага producir la muerte de la células tumorales e infectadas por 
virus. Sin embargo, las células NK no requieren estimulación 
previa ni exhiben memoria. Las NK responden a la ausencia de 
Proteínas de clase L 

Y Identifique y compare qué antígenos reconocen las células 

To y las NK. 
Y Describa el efector común que utilizan las células ctotóxicas, 


сена Its creeo 
inmunitaria activada 


Aquí definiremos las funciones de las Ty y su trabajo en la 
producción de citocinas que potencian la respuesta inmu- 
nitaria. Las Т, son divididas en dos subgrupos, Tul y Тк. 
Las Tyl juegan un papel en la potenciación de los macró- 
fagos, y los Т2 interaccionan con los linfocitos B y esti- 
mulan la producción de anticuerpos. 


Células Т,1 y activación del macrófago 
Los macrófagos juegan un papel fundamental como células 
presentadoras de antígeno (APCs) tanto en la inmunidad 
humoral (mediada por anticuerpos) como en la celular. Tal 
como se ilustra en la Figura 22.110, los macrófagos unen, 
procesan y presentan el antígeno a las células Ty, Sin em- 
bargo, como células fagocíticas que son, los macrófagos 
también captan y destruyen ciertas células extrañas, y esta 
capacidad puede ser estimulada por las células ТАТ, Una 
propiedad básica de los macrófagos activados es que pue- 
den destruir bacterias intracelulares que habitualmente se 
multiplicarían. Como hemos advertido (véase Sección 22.2), 
algunas bacterias sobreviven y se multiplican dentro de los 
macrófagos, mientras que la mayoría de las bacterias que 
los macrófagos ingieren son destruidas y digeridas. Las bac- 
terias que se multiplican en el interior de los macrófagos 
incluyen Mycobacterium tuberculosis, М. leprae (agentes etio- 
lógicos de la tuberculosis y lepra, respectivamente) y Liste- 
ría monocytogenes (agente etiológico de la listeriosis (véase 
Sección 29.9). Los animales que reciben una dosis modera- 
da de M. tuberculosis son capaces de superar la infección y 
hacerse inmunes, al desarrollar una respuesta inmune me- 
diada por células Т. Las células implicadas son las células 
Tinflamatorias, Tu. Los macrófagos activados y otros fago- 
citos no específicos secretan un número de citocinas 

incluye IFNy (interferon gamma), GM-CSF (factor estimu- 
lador de granulocitos y monocitos) y TNFa (factor de ne- 
crosis tumoral alfa) (Figura 22.12). Resulta sorprendente 
que dichos animales inmunizados también fagociten y des- 
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truyan, con mayor facilidad, organismos no relacionados 
сото Listeria, y que pueda demostrarse que los macrófa- 
gos en el animal inmunizado hayan sido activados, pu- 
diendo así destruir con más facilidad al invasor. 

Los macrófagos no sólo destruyen patógenos extraños, 
sino que también participan en la destrucción de células 
extrañas de mamífero. Esto se evidencia en el desarrollo de 
la inmunidad frente a transplantes, y constituye un pro- 
blema importante en el transplante de órganos y tejidos de 
una persona а otra. Los macrófagos destruyen igualmente 
en algunos casos células tumorales. Éstas contienen deter- 
minados antígenos específicos que no aparecen en células 
normales y los tumores se comportan como injertos im- 
puestos al propio hospedador. Resulta bastante evidente 


yA 


Producción de anticuerpos 


que las células habitualmente son reconocidas y destruidas 
fundamentalmente por los macrófagos, que son reclutados 
рог citocinas secretadas por células T1. 


T,2 y activación de células В 

Las T2 juegan un papel fundamental en la activación de las 
células B y en la producción de anticuerpos. Como hemos 
discutido en la Sección 223, las células B fabrican los anti- 
cuerpos. ¿De qué manera están los T2 implicados? Las cé- 
lulas В maduras están rodeadas de anticuerpos incluidos 
en la membrana que actúan de receptores del antígeno, las 
células B no producen inmediatamente anticuerpos solu- 
bles pero en realidad actúan como células presentadoras 
de antígeno (APC) e interaccionan con el linfocito Т2. Más 


Célula T cooperadora Т2) 


Liberación de citocinas 
IL-4 e ILS por parte de la 
olla 7,2 


Receptor dela célula T (TCR) 
Antigeno procesado 
MHC de clase II 


Procesamiento del antigeno 
por una сма B 


Interacción célula Т-сёМда В y producción de anticuerpos. La célula B funciona como una célula presentadora de antígeno. 
(APO) y concentra el antigeno соп receptores especificos de inmunoglobulina. Tras el procesamiento, el antigeno es presentado a la célula 7,2. 
рог una molécula МНС de clase Il. La célula T,2 a su vez envia una señal a la misma célula В para que prolifere y forme células plasmáticas (pro 
ductoras de anticuerpos) o células de memoria. Después de una posterior exposición al antígeno, parte de las células de memoria se transfor- 


тап rápidamente en células plasmáticas. 
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específicamente, unen al antígeno, lo endocitan y lo degra- 
da la célula В. Los péptidos del antígeno degradado son 
asociados а clase II del МНС a las Т2 (Figura 22.11 y 
22.13). Las Т2 responden produciendo П.А (interleucina 4) 
е5, citocinas que actúan directamente sobre la célula B. 
La célula secreta ahora anticuerpos solubles, como discu- 
tiremos en la Sección 22.9. Por lo tanto, las Т2 son coope- 
тайогаз que potencian la actividad de los linfocitos B y la 


producción de anticuerpos. 


У 22.7 Revisión de conceptos 

Las células Tha y Th2 juegan un papel fundamental en la res- 
puesta celular у humoral. Las Th1 y Th2 secretan citocinas lo 
que estimula a otras células, 

4 Describa el papel de las ТМ en la activación de macrófagos. 
4 Describa el papel de las Th2 en la activación de las células B. 


11 ANTICUERPOS E INMUNIDAD 


Aqui nos referimos al papel de los anticuerpos y las célu- 
las В en la inmunidad, Los anticuerpos son importantes 
componentes que promueven un estado de inmunidad es- 
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Todas las inmuogdobulinas pueden tener A о x, pero no las dos 


asado en el número de las cadenas pesadas (H) y ligeras (L) por cada molécula funcional. La cadena J es una 
ÍA IgM y a la IgA secrtora La cadena SC se encuentra asociada а la IgA secretora Мале Figuras 2216 22 17 y 2218 para un diagrama de cada inmunoglobulina, 


pecífica del antígeno рага los patógenos extracelulares у 
que combaten las peligrosas proteínas solubles que se de- 
nominan toxinas. Después de considerar el aspecto mole- 
cular de los anticuerpos, revisaremos la producción de 
anticuerpos por células B. También incluiremos una discu- 
sión sobre los anticuerpos que pueden neutralizar y des- 
truir los antígenos іп vivo. 


ЕЕ ^пчсиегров (Inmunogiobulinas) 


Las inmunoglobulinas (anticuerpos) son moléculas de ргоќеі- 
na capaces de combinarse con determinantes antigénicos. 
Se hallan presentes en el suero y en otros líquidos corpora- 
les como las secreciones gástricas y la leche. El suero que 
contiene anticuerpos específicos de antígeno se депо! 

habitualmente antisuero. Las inmunoglobulinas (185) pue- 
den dividirse en cinco clases principales basándose en sus 
propiedades físicas, químicas e inmunológicas: IgG, IgA, 
IgM, 180 e IgE (Tabla 22.2). En la mayoría de los indivi- 
duos humanos, la inmunoglobulina de clase IgG supone el 
80% del suero y por tanto la estudiaremos en detalle. 


Estructura de la ini а 
La inmunoglobulina С (IgG) es el anticuerpo circulante 
más abundante y además es un buen modelo estructural. 


Fluido extracelular; sangre 
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unión al complemento (como monômero) 
importante anticuerpo Secreciones (saliva, calostro, 
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de nión que se encuentra en suero asociada. 
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dos cadenas Н (50 000 dalton) y 2 cadenas L (25 000 dalton), con el 
total de рево molecular de 150 000 dalton. La cadena pesada y la li 
¡ora interaccionan para formar el sitio de unión al antígeno. Los do- 
minios variables de las cadenas pesadas y ligeras (У, y VJ unen al 
antigeno y muestran secuencias diferentes en cada inmunoglobulina. 
Los dominios constantes (C,,1, С,2 y С,3) son idénticos en todas las 


proteinas IgG. En su estructura existen puentes disulfuro intra ө in- 
torcatenarios. 
La inmunoglobulina G tiene un peso molecular de unos 


150 000 dalton y está compuesta de cuatro cadenas poli 
peptídicas (Figura 22.14). Existen puentes disulfuro (5-5) 
intracatenarios e intercatenarios. Las dos cadenas ligeras 
(cortas) son idénticas en su secuencia dé“áminoácidos 
(25 000 dalton), y lo mismo ocurre con las dos cadenas pe- 
sadas (largas, 50 000 dalton). Cada cadena ligera posee 
unos 220 aminoácidos у cada cadena pesada, unos 440 ami- 
noácidos. Una cadena funcional de IgG contiene dos unio- 
nes al antígeno, cada sitio de unión posee un elemento en 
la cadena ligera y otro en la cadena pesada. Por lo tanto, los 
anticuerpos son bivalentes y se unen a dos epítopos idén- 
ticos, 


Cadenas ligeras de IgG 

Todas las cadenas ligeras de IgG contienen dos dominios de 
aminoácidos de igual tamaño (Figura 22.14). El extremo 
amino-terminal (dominio variable) se diferencia en cada an- 
ticuerpo. La región variable es la que se une al antígeno. 
Por el contrario, el dominio constante (extremo carboxiter- 
minal), es un dominio constante, por lo tanto no difiere en 
las cadenas ligeras del mismo tipo. 


Cadenas pesadas de IgG 

Todas las cadenas pesadas de IgG contienen cuatro regiones. 
aminoacídicas, una variable y tres constantes (se llaman domi- 
nios variables y constantes, respectivamente, de aproximada- 
mente 110 aminoácidos cada uno). De una forma semejante 
a lo que sucede en la cadena ligera, todas las inmunoglobu- 
linas de la clase IgG poseen una porción de su cadena pesada 
(los tres dominios carboxiterminales) en los que la secuencia 
aminoacídica entre las distintas moléculas de IgG es idénti- 
са, dependiendo de la clase del anticuerpo. 


e 
ы 


ШИШЕ 2 оа nmrogoana y йо алт 
атоого (a Visión tridimensional de ia inmunoglobulina Iq. En eo 
az marino ве muestran ls cadenas posadas, у өп verde y azii ciati 
ias cadenas peras.) Estructura de combinación del antigen y la l 
munogiobuina. Е antigeno isczima) вий en verde. La región vara 
de la cadena posada está mostrada en ал y la cadena Ngara on amas 
то. El aminoácido mostrado en rojo es el residuo de gitamina de 
сита. Ei residuo де glutamina de la вота se adentra en una agus 
Jero de la inmunogobina, pero la unión se refuerza por el contacto dl 
тда residuos dela nmunogicbuina у el antigeno, Con permiso di 
Science 23: 747 (1980) © ARAS 
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Sitio de unión 

El lugar de unión del antígeno de IgG y de otras inmuno- 
glubinas se forma mediante la interacción cooperativa en- 
tre regiones variables de la cadena pesada y la cadena li- 
gera (Figura 22.15), La región variable de ambas cadenas 
interacciona para formar un anclaje molecular que se une 
fuertemente al antígeno, pero no es una unión covalente. 
La fuerza de esta unión se denomina afinidad del anti- 
cuerpo. Un anticuerpo que se une con alta afinidad al anti- 
geno, interacciona fuertemente y es unido con firmeza por 
el anticuerpo. 

Cada individuo con un sistema inmunitario funcional es 
capaz de reconocer y unir innumerables antígenos; cada 
antígeno es reconocido por el único sitio de unión al mismo. 
Para acomodarse a todos los posibles antígenos un indivi- 
duo puede producir más 1 000 000 000 de anticuerpos di 
ferentes. ¿Cómo se genera la diversidad en el sitio de unión? 
Сото discutiremos en la sección siguiente, los anticuerpos 
son creados рог recombinación aleatoria y mutación, con 
más de 300 genes que codifican las regiones variables de 
las cadenas pesadas y ligeras. Las células В que producen 
anticuerpos nuevos son seleccionados por interacciones con 
elantigeno (vénse Sección 23.5). 


Otras clases de inmunoglobulinas 
¿En qué se diferencia la IgG de otras clases de inmunoglo- 
bulinas? La región constante de la cadena pesada de una de 


Clases de inmunoglobulina. Todas las clases de in- 
Jina tienen una УН y VL, dominios en rojo, que unen al an- 
(marrón). (a) IgG, ЮА e Iq tienen tres dominios constantes (аги). 
ЮМ e IgE cada una de ellas tiene cuatro dominios constantes. 


terminada inmunoglobulina define su clase y puede tener 
una de las siguientes cinco secuencias de aminoácidos: 
gamma (y), alía (a), mu (и), delta (5) o épsilon (e). Estas 
secuencias constituyen las tres cuartas partes del extremo 
carboxiterminal de las cadenas pesadas de las inmunoglo- 
bulinas de las clases IgG, IgA y IgD, y los cuatro quintos 
dela cadena pesada de IgM е IgE (Figura 22.16). Por ejem- 
plo, todos los anticuerpos de la clase IgM contienen ami- 
noácidos en la región constante de su cadena pesada, que 
representa la secuencia mu. No es infrecuente, en una res- 
puesta inmune típica, observar la producción de anticuer- 
pos de dos clases diferentes frente al mismo determinante 
antigénico, normalmente IgM e IgG. La cadena variable (si- 
tio de unión al antígeno) de ambas cadenas IgM e IgG son 
idénticas, pero las cadenas constantes son diferentes, con 
IgM expresando los determinantes de mu y la IgG expre- 
sando los determinantes de la cadena gamma. 

La estructura de la inmunoglobulina M (IgM) aparece 
en la Figura 22.17. Habitualmente se encuentra en forma 
de un agregado de cinco moléculas de inmunoglobulina 
unidas a través de péptidos cortos denominados cadenas / 
(al menos tiene que haber una cadena J). Todas las cadenas 
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La inmunoglobulina М. La inmunoglobulina M (ОМ) 
зе encuentra en suero y consta de cinco moléculas (un pentámero) que 
se unen covalentemente entre si mediante puentes disulfuro y la cadena 
ıJ. Como es pentámero, existen disponibles 10 sitios de unión para el 
antígeno, como se muestra. 


766 = Capítulo 22 ж INMUMOLOGÍA 


INCIAL 


de Ig M contienen un dominio extra en la región constante 
(Сп). La IgM es la primera clase de inmunoglobulina que 
aparece en una tipica respuesta inmune а una infección bac- 
teriana, aunque las inmunoglobulinas de esta clase pre- 
sentan habitualmente una baja afinidad. A pesar de ello, la 
molécula pentamérica de IgM con una valencia alta aumenta 
la fuerza de la unión al antígeno; existen 10 sitios de unión 
disponibles para la interacción con el antígeno (Tabla 222 
y Figura 22.17). El término avidez se utiliza para describir la 
fuerza de unión de las moléculas multivalentes; de ahí que se 
diga que la IgM tiene una baja afinidad pero una avidez ele- 
vada. La IgM tiene un porcentaje en el suero del 10%. La 
IgM también se encuentra en monómero en la superficie 
delos linfocitos B, donde se une al antígeno. 

La inmunoglobulina A (IgA) es una forma dimérica (Fi- 
gura 22.18) presente en las secreciones. La IgA se halla en 
saliva, lágrimas, leche materna y calostro, secreciones gas- 
trointestinales y secreciones mucosas de los tractos respi- 
ratorio y genitourinario, Las superficies mucosas del cuerpo 
suman en total unos 400 m°. Todas estas superficies muco- 
sas se asocian con los ganglios linfáticos del MALT (tejido 
linfático asociado а mucosas) (Figura 22.4), que secretan 
IgA. El resultado es que la cantidad total de Ig A secretoria 
producida por el organismo es mayor que la cantidad de 
IgG sérica, La IgA es también la segunda Ig en mayor con- 
centración en el suero, pero en forma monomérica (Tabla 
222), La forma secretoria de IgA tiene una estructura mo- 
lecular modificada que consiste en una inmunoglobulina 
dimérica unida а una proteína rica en hidratos de carbono, 
denominada pieza secretoria, y a una cadena peptídica J (Fi- 
gura 22.18), Estas proteínas contribuyen a estabilizar la in- 
'munoglobulina dimérica y ayudan al transporte de la IgA 
a través de las membranas y las secreciones. 

La inmunoglobulina E (IgE) se encuentra en el suero 
en cantidades muy pequeñas (como promedio, aproxima- 
damente 1 de cada 50 000 moléculas de inmunoglobulinas 
séricas es IgE). A pesar de su baja concentración, es impor- 
tante porque las hipersensibilidades de tipo inmediato 
(alergias) están mediadas por IgE (oéase Sección 22.12). El 


peso molecular de una molécula de IgE es significativa 
mente mayor que el de la mayoría de las otras inmunoglo 
bulinas (Tabla 22.2) porque, al igual que la IgM, contier 
una región constante adicional (Figura 22.16). Esta regió 
constante adicional sirve para unir la IgE a la superficie d 
células cebadas (véase Figura 22.23), un prerrequisito 
portante para determinadas reacciones alérgicas. 

La inmunoglobulina D (10) también se encuentra. 
bajas concentraciones y su función en el conjunto de la 
puesta inmune es poco conocida, La IgD abunda en la 
perficie de las células B productoras de anticuerpos y pi 
Jugar un papel junto а la IgM en la unión del antígeno. 


Las inmunoglobulinas (anticuerpos) son proteínas que cor 
de cuatro cadenas, dos pesadas y dos ligeras, El sitio de unión й 
antígeno está integrado por las regiones variables de las caden 

pesadas y ligeras. Todas las clases distintas de inmunoglobulinas 
poseen diferentes características estructurales y funcionales. 


+ ¿Qué dominios de las inmunoglcbulinas están implicadi 
еп la unión al antígeno? 

/ ¿Qué características estructurales distinguen las clases 
1557 


La formación de anticuerpos es un proceso complejo. En 
esta sección, definiremos la naturaleza de una respuesta! 
pica de anticuerpos, especialmente en relación con las inte 


Interacciones entre células T y B 

incción de inmunoglobulinas en respuesta a la esti- 
mulación por antígenos implica a células Т y células B, y 
interacción entre diferentes moléculas de la superfici 
lular (Figura 22.13). Cada paso en la producción de ant 
cuerpos es muy específico: la célula В presenta antígeno. 
una vez que es procesado el antígeno, la APC lo presenta il 
la célula Th2 que lo recoge por el TCR. Las células Th2 аб 
tivadas estimulan a las células В para que produzcan an? 
cuerpos dirigidos frente al antígeno. 


Control genético de la producción de 
anticuerpos 

El control genético de la producción de anticuerpos es tan 
bién un proceso extraordinariamente complejo, Un indi 
duo puede ser capaz de fabricar innumerables moléculas 
anticuerpos estructuralmente distintas, Solamente se ne 
sitan relativamente pocos genes para codificar esta 
sa diversidad de anticuerpos, lo que se debe a un fenón 
conocido como reordenamiento génico y mutación рай 
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sufren reordenamientos génicos y deleciones para finalmen- 
te dar lugar а dos unidades de mRNA de la molécula de 
anticuerpo, una de las cuales codifica para la síntesis de 
una cadena pesada específica y la otra para una cadena li- 
gera. El número de posibles reordenamientos génicos es 
suficiente para explicar la diversidad de moléculas de in- 
'munoglobulinas (vénse Sección 23.5). Durante el desarrollo 
de células Т se producen reordenamientos similares que 
dan lugar a la diversidad de receptores de células T (véase 
Sección 23.7). 


Producción de anticuerpos 

Ahora resumiremos los pasos en la producción de ant 
cuerpos, empezando por la introducción del antígeno y te 
minando por la producción de un anticuerpo específico. 


1. Los antígenos son transportados por todo el cuerpo a 
través de la sangre y el sistema linfático. Los sitios 
principales donde se localiza el antígeno en el orga- 
nismo son los ganglios linfáticos, el bazo y el hígado. 
Sin embargo, los anticuerpos se forman solamente en 
el bazo y los ganglios linfáticos y el MALT (véanse Sec- 
ción 22.1 y Figura 22.2). Si se inocula el antígeno por 
vía intravenosa, el bazo es el lugar más importante en 
la fabricación de anticuerpos. Mientras que cuando la 
administración es subcutánea, intradérmica е intra- 
peritoneal son los ganglios linfáticos los sitios donde 
predomina la formación de anticuerpos. Si se intro- 
duce el antígeno por vía mucosa, por ejemplo por la 
boca, es llevado al MALT en el intestino, produciendo 
específicamente IgA. 


Después de la primera inoculación del antígeno, las cé 
lulas В se multiplican y se diferencian para formar cé- 
lulas plasmáticas y de memoria (Figura 22.13), Las 
células plasmáticas tienen una vida media corta (me- 
пов de una semana), pero producen y secretan grandes 
cantidades de IgM en la respuesta primaria de anti- 
cuerpos (Figura 22.19), Hay un periodo de latencia an- 
tes de que aparezca el primer anticuerpo en sangre, 
seguido de un incremento progresivo en el título del 
anticuerpo (cantidad de anticuerpo producido) y des- 
pués una ligera caída de la producción de anticuerpo. 


Las células de memoria son células de vida muy lar- 
ва y pueden vivir varios años. Tras la reexposición al 
estímulo antigénico inicial, las células de memoria ne- 
сезйап la cooperación de las células Т, luego se trans- 
forman en células plasmáticas y comienzan a secretar 
anticuerpos del tipo IgG. El título aumenta rápida- 
mente hasta un pico de 10 a 100 veces sobre el nivel de 
la primera exposición. Este importante incremento en 
el título de anticuerpos se conoce como respuesta se- 
cundaria de anticuerpos (Figura 22.19). La respuesta 
secundaria se explica por la memoria inmunológica y 
da lugar a una producción rápida y más abundante 
de anticuerpos comparada con la respuesta і 
Una respuesta secundaria implica habitualmente un 
cambio en la clase de anticuerpo, casi siempre de IgM 
а1 С, este fenómeno se denomina cambio de clase (Fi- 
gura 22.19) 


Titulo de anticuerpos en ol suero 


Tiempo (dias) 


Respuestas primaria y secundaria de anticuerpos, El 
antigeno se inyecta en el día 0 y en el 100 se produce la respuesta se- 
cundaria. La respuesta secundaria, también llamada respuesta de em- 
puje, puede ser diez veces mayor que la respuesta primaria. Nótese el 
cambio de clase de IgM а IgG. 


4. Con el tiempo, el título vuelve a disminuir, si bien ex- 
posiciones ulteriores al mismo antígeno pueden volver 
a elevarlo, causando una respuesta secundaria, Esta res- 
puesta secundaria es el fundamento de la técnica de la 
vacunación conocida como «dosis de refuerzo» (por 
ejemplo, las dosis anuales de refuerzo de rabia que se 
administran a los animales domésticos), cuyo objeto es 
mantener altos niveles de anticuerpos circulantes es- 
pecificos frente a un antígeno determinado, lo que con- 
lleva protección para determinadas enfermedades 
infecciosas (tease Sección 22.11), 


/_22.9 Revisión de conceptos 


La producción de anticuerpos se inicia por el contacto del anti- 
geno a través de una APC con una célula TH? antígeno-especí- 
fica. A su vez, la célula ТН? envía señales para que la célula B 
especifica de antígeno produzca anticuerpos. Las células В ac- 
tivadas se mantienen durante años como células de memoria y 
producen grandes cantidades (títulos elevados) de anticuerpos 
tras una nueva exposición al antígeno, 


Z ¿Cómo las células b pueden actuar de APCs? 
4 ¿De qué manera las células ТН? activan las células В antí- 
geno-específicas? 


Complemento, anticuerpos y 
destrucción de patógenos 


El complemento juega un papel importante en la respues- 
ta inmunitaria. Interacciona con complejos específicos an- 
tígeno-anticuerpo para poner en marcha reacciones, Varias 
proteínas que forman el complemento interaccionan de for- 
ma secuencial causando la lisis de las células bacterianas. 
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Las proteínas del complemento también potencian la fago De hecho, una de las principales funciones de un anticuerpo 


citosis y la destrucción del antígeno. ез reconocer las células invasoras y activar el compl 
рага el ataque. Una gran variedad de anticuerpos, cada ипо 
Activación del complemento y daño celular específico de un solo antígeno, es capaz de reclutar la 


El complemento está formado por un número de proteínas quinaria del complemento; el sistema inmunitario no nece 
muchas de las cuales tienen actividad enzimática. Estas pro- sita enzimas individuales para atacar cada agente invasor. 
teínas interaccionan de una manera secuencial y ordenada El sistema del complemento consta de proteínas а 
con las células bacterianas u otro material extraño, provo- minadas Cl, C2, СЗ y así sucesivamente. La activación 
cando lisis о pérdida de los componentes celulares como пе- complemento tiene lugar sólo con anticuerpos de las 
sultado del daño a la membrana celular. Estas enzimas se ses IgG e IgM (véase Tabla 22.2). Cuando dichos anti 
encuentran en niveles comparables en todos los individuos. i 


El sistema del com- 
plemento. (a) Secuencia, orientación y 
actividad de los distintos componentes. 
que interaccionan para lisar una cólula. 
Panel 1: fjación de la unidad de reco- 
nocimiento del anticuerpo C1q y de 
otras proteínas СТ; panel 2: complejo. 
Са-С2; panel 3: complejo C4-C2-C3- 
C5 (iras la activación de la unidad CS, 
ésta se sitúa en un sitio adyacente de 
la membrana); panel 4: unión de Cê, C7, 
Св у C9, responsables de la lesión en 
la membrana, (b) Visión tridimensional 
del agujero formado por los componen- 
tos C5 а C9 del complemento, 
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superficie celular, los anticuerpos adquieren conformacio- 

nes nuevas en sus dominios de regiones constantes que les 
permiten fijarse (unirse) a proteínas del complemento pre- 
sente (Figura 22.20). Las proteínas del complemento actúan 
en cascada, de tal manera que la activación de un compo- 
mente origina la activación del siguiente. En resumen, las 
fases son: (1) unión del anticuerpo al antígeno (iniciación); 
(2) reconocimiento del complejo antigeno-anticuerpo рог 
С1;(3) unión de C4-C2 а un lugar próximo de la membra- 
na; (4) activación de C3; (5) formación del complejo C5-C6- 
С7 en la membrana; y (6) formación del complejo C8-C9, 
fausando la lisis celular (Figura 22.21). 

Algunos productos de la activación del complemento 
son poderosos factores quimiotácticos, llamados anafiloto- 
xinas porque originan inflamación en el sitio de la deposi- 
tión del complemento (véase Sección 22.13). Las reacciones 
del complemento C3 inducen una atracción quimiotáctica 
де fagocitos y la fagocitosis tras la opsonización. Reaccio- 
nes incluidas en C5 promueven la atracción de las células 
Ty la liberación de citocinas. 

El complemento es necesario para la acción bactericida 
y ítica de los anticuerpos frente a las bacterias Gram ne- 
ativas. Es interesante destacar que las bacterias Gram po- 
Sitivas no son destruidas por anticuerpos específicos, ya 
езеп presencia o en ausencia del complemento, si bien las 
bacterias Gram positivas son opsonizadas de forma espe- 
fica en presencia de anticuerpos y luego destruidas. 


Opsonización 
Cuando el anticuerpo reacciona con el antígeno en la su- 
'perticie de la célula, la célula es más susceptible de ser fago- 


tada. Cuando hay un complejo de antígeno y anticuerpo 
será aún más susceptible de ser fagocitada, esto es porque 
¿los fagocitos incluyendo macrófagos y células В tienen re- 
de anticuerpos y receptores de C3 (C3R). Estos 

ptores se unen al dominio constante de los anticuerpos 

al componente de СЗ de la pgoteîna del complemento, 


ln negativa de Salmonella paratyphi, que muestra los agujeros 
өп la envoltura celular como resultado de la reacción que 


respectivamente. Normalmente el proceso fagocítico se 
acentúa con la unión del anticuerpo y se amplifica айп más 
con la unión del complemento (C3). La potenciación de la 
fagocitosis por el complemento se llama opsonización. 

Las bacterias Gram positivas se opsonizan de esta mane- 
ra promoviendo la fagocitosis y la destrucción del patógeno. 
Pero еп el caso de las bacterias Gram negativas, las bacterias 
a través de sus antígenos de superficie deben unir anticuer- 
pos, unir complemento y promover la opsonización. 


/_22.10 Revisión de conceptos 


La cascada de proteínas del complemento representa un meca- 
nismo inespecifico para la destrucción celular y la opsonización. 
Está desencadenada por interacciones inmunes mediadas por 
anticuerpos específicos y constituye un componente funda- 
mental de la defensa del hospedador. 


Y Identifique las clases de inmunoglobulinas que fijan el com- 
plemento. 

/ Qué componentes del complemento son necesarios para 
una opsonización? 

/ ¿Qué componentes del complemento son necesarios para 
tuna lisis celular completa? 


IV LA RESPUESTA INMUNITARIA 
PARA PREVENIR LA ENFERMEDAD 


Aquí describiremos la respuesta inmunitaria para prevenir 
las enfermedades infecciosas, bien sea a través de inmuni- 
dad natural o a través de inmunidad adquirida. Luego des- 
eribiremos los avances técnicos para producir inmunógenos, 
que pueden suponer una revolución para inducir respues- 
tas especificas frente a una variedad de patógenos y sus pro- 
ductos. 


Inmunidad para preven 
la enfermedad 


El papel más importante de la respuesta inmune en el orga- 
nismo es la protección del hospedador frente a las conse- 
cuencias de una infección. La importancia de los anticuerpos 
en la resistencia a la enfermedad se muestra de una manera 
muy clara en los individuos con el trastorno genético agam- 
maglobulinemia, en la que no se producen anticuerpos рог 
deficiencia de células B. Dichos individuos son anormal- 
mente sensibles a las infecciones, ite а aquéllas 
provocadas por bacterias. La falta general de una respuesta 
de anticuerpos se observa también en los individuos que 
padecen el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA); sin embargo, en este caso el problema no se debe a 
un defecto de células B. Los enfermos de SIDA sufren, рог 
el contrario, una pérdida funcional casi total de las células 
CD4 (fundamentalmente Т) (véase Sección 227). La impor- 
tancia crucial de las células T en la generación de inmunidad. 
resulta evidente en los enfermos de SIDA: la incapacidad de 
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orquestar una respuesta inmune lleva a la muerte de estos 
enfermos por infecciones (véaseSección 26:14). 

La inducción artificial de inmunidad específica antiin- 
fecciosa representó, ciertamente, uno de los primeros triun- 
fos y fue una de las contribuciones más sobresalientes de 
la microbiología al tratamiento y la prevención de las enfer- 
medades infecciosas. Un animal o un ser humano puede ad: 
quirir inmunidad a una enfermedad de varias maneras: 
(1) El individuo puede adquirir la infección y desarrollar in- 
munidad, Ésta es una inmunidad activa natural, porque Іа 
inmunización ha sido el resultado natural de una infección 
y el individuo infectado generó una respuesta inmune. (2) Se 
puede administrar al individuo inyecciones de un antígeno 
que se sepa que induce la producción de anticuerpos, se tra- 
ta de un tipo de inmunidad denominada inmunidad activa 
artificial porque el individuo en cuestión produce anti- 
cuerpos, como consecuencia de la inyección del antígeno. 
Este proceso se denomina vacunación pero, propiamente, el 
término es inmunización. (3) Existe un método alternativo 
que consiste en que el individuo reciba inyecciones de un 
antisuero obtenido de otro individuo que previamente fa- 
bricó anticuerpos contra ese antígeno. Se habla entonces de 
inmunidad artificial pasiva pues el individuo que ha гесі- 
bido los anticuerpos no ha tomado parte activa en el proce- 
so de fabricación de los anticuerpos. (4) Por último, también 
puede darse la llamada inmunidad natural pasiva. Duran- 
te varios meses después del nacimiento, los recién nacidos 
conservan anticuerpos tipo IgG, que han recibido de la ma- 
dre en la etapa embrionaria. Estos anticuerpos adquiridos 
antes del nacimiento a través de la placenta suponen una 
protección valiosa frente a la enfermedad mientras se pro- 
duce la maduración del sistema inmune del recién nacido. 
En la Tabla 22.3 se cotejan la inmunidad activa y la pasiva. 

La inmunidad activa produce cambios fundamentales en 
el hospedador: las células inmunitarias producen grandes 
cantidades de anticuerpos (lgs) y células. Una segunda do- 
sis produce una respuesta secundaria de título elevado y 
más rápida (véase Figura 22719). La inmunidad activa gene- 
ralmente dura de por vida. Un individuo inmunizado pasi- 
vamente nunca posee más anticuerpos que los que recibió 
en la inyección inicial, y estos anticuerpos van desapare- 
ciendo gradualmente del organismo; además, una inocula- 
ción posterior con la dosis del antígeno no desencadena una 
respuesta secundaria. Habitualmente la inmunidad activa se 
utiliza como medida profiláctica con el fin de proteger a una 
persona contra futuros ataques de un patógeno. La inmu- 


TABLA 22.3 


Exposición al antígeno, se logra mediante inyección del antigeno 


Los individuos consiguen la inmunidad 


Sistema inmune activada por el antigeno; memoria inenunológica eficaz 


El título de anticuerpos puede permanecer elevado mediante dosis 


nidad pasiva es generalmente terapéutica y su finalidad es cu- 
rar a una persona que padece una enfermedad. Por ejem- 
plo, el toxoide tetánico (véase la próxima sección) inmuniza 
activamente a un individuo frente a la toxina del Clostridium. 
tetani, mientras que el antisuero tetánico (antitoxina) (véase 
más adelante) se administra para inmunizar pasivamentea 
un individuo sospechoso de haber entrado en contacto con 
la exotoxina del С. tetani. 


Inmunización 
El material utilizado para inducir inmunidad artificial, el. 
antígeno o la mezcla de antígenos, es conocido como vacuna 


tipo del formaldehído, el fenol o calor. Después 
se inyectan las células muertas, como inmunógeno, 
tamiento con formaldehído se emplea también para la 
activación de virus en la ración de algunas vacunas, 
como la vacuna antipolio de tipo Salk. En las enfermedad 
causadas por toxinas la forma activa de la toxina no es ul 
lizada como inmunógeno. Muchas exotoxinas pueden 
modificadas químicamente de tal suerte que retienen su an 
tigenicidad pero ya no son tóxicas. Esta toxina modificada 
se denomina toxvide. Los toxoides, por lo general, no son 
antígenos tan eficaces como las exotoxinas originales pero 
pueden administrarse a dosis altas y con seguridad, 

La inmunización con células о virus vivos es gener 
mente más eficaz que la que utiliza material muerto o 
tivado. Con frecuencia es posible aislar una сера mul 
Че un patógeno que ha perdido su virulencia pero que to 
davía conserva los antígenos inmunizant cepas dê 
еме tipo se denominan cepas atenuadas (Sección 21,8). 

En la Tabla 224 se resumen las vacunas disponibles par 
su utilización en el hombre. Las vacunas de tipo vírico san 
vacunas atenuadas. Las vacunas muertas de los virus pro 
ducen inmunidad a corto plazo, sin la deseable actuación 
largo plazo. Las vacunas bacterianas son normalmente muet 
tas. Las vacunas muertas proporcionan inmunidad 
go tiempo. Las vacunas atenuadas pueden ser más efectivas 
(y enel caso de muchos virus son necesarias), pero las сер 
atenuadas son dificiles de seleccionar, estandarizar 
tener. Las vacunas vivas tiene un 


No exposición al antigena; se logra mediante inyección de 
anticuerpos específicos y células Т que reaccionan contra l 
antígeno 


El estado de inmunidad se desarrolla inmediatamente 


2. 
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TABLA 22.4 


Enfermedades bacterianas 
Carbunco (Antrax) Toxoide 
Diheria Toxoide 
Tétanos Toxoide 
Tosterina Bacterias muertas (Bordetella pertussis) 
o proteinas acelulares 
Fiebre tifoidea Bacterias muertas (Salmonella typhi) 
Fiebre paratitoidea Bacterias muertas (Salmonella parutyphi) 
Cólera Células muertas o extractos celulares 
КОЙ 
Peste Células muertas o extractos celulares 
(кліпы pestis) 
“Tuberculosis Сера atenuada de Mycobacterium 
tuberculosis (ВСС) 
Meningitis Polisacárido purificado de 
Neisseria meningitis 
[Neumonía bacteriana Polisacárido purificado de 
Thus exantemático Bacterias muertas (Rickettsia prosari) 
Meningitis por Vacuna conjugada (polisacárido de 
Haemophilus ненае Haemophilus influenzae conjugado. 
| a proteina) 
de Lyme Proteína de membrana recombinante. 
de Borrelia burgdorferi 
edades víricas 
amarilla Virus atenuado 
Sarampión Virus atenuado 
Parodii Virus atenuado 
Virus atenuado 
оте Virus atenuado (Sabin) o nactivado 
(Salk) 
Virus inativado 


Virus inactivado (humano) o atenuado 


lactantes poseen anticuerpos procedentes de sus ma- 
y de ahí que sean relativamente inmunes a las infec- 
durante los primeros 6 meses de vida. Sin embargo, 
deseable la inmunización de los lactantes contra las in- 
iones más importantes, tan pronto como sea posible 
que su propia inmunidad activa pueda sustituir a la 
unidad pasiva que recibieron de su madre. Como se ex- 
еп la Sección 22.8, una sola inyección del antígeno no 
sigue de un título alto de anticuerpos; por lo tanto, es 
ible utilizar una serie de inyecciones para conseguir 
título elevado de anticuerpos. En la Figura 22.22 se 
tra un programa de vacunación típico para niños des- 

lel nacimiento a la edad adulta. 
a importancia de las técnicas de inmunización en el 
de las enfermedades infecciosas está bien estable- 


cida. Tras la introducción de un método de inmunización 
ica en la población, la incidencia de la enfermedad 
tualmente disminuye de una manera notable (Figu- 
ras 26.14 y 26.17). El grado de inmunización obtenido me- 
diante la vacunación varía enormemente, dependiendo 
del individuo, y de la calidad y cantidad de la vacuna. 
Sin embargo, raramente se consigue una inmunidad de 
por vida por medio de una sola inyección, o incluso tras 
varias inyecciones, y la población de células inmunes in- 
ducida por la inmunización desaparece gradualmente del 
organismo, Una forma en la que ocurre la estimulación 
antigénica, incluso en ausencia de inmunización, es a tra- 
vés de infecciones asintomáticas o menores, Una infec- 
ción natural da lugar a una respuesta de refuerzo rápida 
que desemboca en un aumento айп mayor de las célu- 
las productoras de anticuerpos activadas y en la fabri- 
cación de anticuerpos. Cuando no existe estimulación 
antigénica alguna, se desconoce cuánto puede perdurar la 
inmunidad, variando el periodo inmune con los distin- 
tos antígenos. Sin embargo, la inmunidad activa frente a 
determinadas vacunas como el toxoide tetánico puede 
durar muchos años, 

Los métodos de inmunización no son únicamente bene- 
ficiosos para el individuo sino que son eficaces como méto- 
dos de salud pública, puesto que la enfermedad se propaga 
escasamente en una población cuando una gran proporción 
de sus individuos son inmunes (Sección 25.5) 


Inmunidad pasiva 
El material que se emplea para inducir inmunidad pasiva 
(el suero: comentando los anticuerpos) se denomina suero O 
también antisuero o antitoxina (este último término se apli- 
са al suero que contiene anticuerpos dirígidos contra una 
toxina). Los antisueros se obtienen de animales inmuniza- 
dos de gran tamaño, como son los caballos, o a partir de 
individuos con elevados títulos (cantidades) de anticuer- 
pos. Se dice que estos individuos son hiperinmunes. El an- 
tisuero se estandariza para que contenga un título conocido 
de anticuerpos; debe inocularse un número suficiente de 
unidades de antisuero para neutralizar cualquier antígeno 
que pueda estar presente en el organismo. Algunas veces 
la fracción de inmunoglobulinas del pool de sueros huma- 
поз se utiliza como fuente de anticuerpos; contiene una 
amplía variedad de anticuerpos que las personas normales 
han fabricado a lo largo de los años por medio dela 
sición artificial o natural a distintos antígenos. El conjunto 
de sueros se utiliza cuando no se dispone de antisueros hi- 
perinmunes. 


/_22.11 Revisión do conceptos 


La inmunidad puede ser activa o pasiva, natural о artificial. La 
inmunización es una forma artificial de inmunidad activa, em- 
pleada generalmente para prevenir las enfermedades infeccio- 
sas. La mayoría de los agentes son virus o bacterias, y están 
atenuados o inactivados, y productos de los organismos, 


4 Dé un ejemplo de inmunidad natural pasiva. ¿Cómo la in- 
munidad pasiva beneficia al individuo inmunizado? 

+  Déunejemplo de inmunidad activa artificial. ¿Cómo la in- 
munidad activa artificial beneficia al individuo inmuni- 
zado? 
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ФЭ 5o eto rear y so administra la vacuna, si оао юмо 


Recomendaciones para los niños de Estados Unidos especificadas por los centros de control de enfermedades infecciosas y 
prevención, de Atlanta, GA. Para pertusis la vacuna ОТР contiene células enteras де Bordetelia portusis, mientras que la vacuna DtaP es асе 
lar. Las dos vacunas previenen la enfermedad. Para polio, el vinus muerto de la polo se debe utilizar en las vacunas de los 2 y 4 meses, mientras 


que el virus atenuado вө usa өп ө! resto de los casos. 


Ms" 


La mayoría de las preparaciones inmunológicas son pro- 
ducidas por los toxoides y los organismos enteros, como se 
describe en la anterior sección. Sin embargo hay otros mé- 
todos para producir antígenos para la inmunización. 


Sintéticos y genéticamente modificados como 
agentes inmunizantes 
El mejor método alternativo para el desarrollo de vacunas 
es el uso de péptidos sintéticos. Para hacer una vacuna se 
puede sintetizar un péptido que corresponda a un epítopo 
de un agente infeccioso. Por ejemplo, para inmunizar fren- 
te a la glosopeda un importante patógeno animal es cono- 
cido. Un péptido sintético de 20 aminoácidos constituyendo 
un determinante antigénico de una proteína ha sido cons- 
truido y enlazado con el correspondiente portador. Estos 
anticuerpos neutralizan muy bien el virus de la glosopeda. 
Sin embargo, esta aproximación experimental tiene un 
problema grave: la proteína antigénica entera debe ser co- 
nocida para hacer una vacuna eficaz. Aunque este requeri- 
miento se cumplía para el virus de la glosopeda, muy pocos 
patógenos tiene un perfil antigénico tan conocido. 
Técnicas de biología molecular igual de sofisticadas 
pueden utilizarse para hacer vacunas. Por ejemplo, pue- 


den clonarse de muchos virus dentro del virus de la vacu 
па (vaccinia) y ser expresados. La inoculación con orga- 
nismos modificados genéticamente puede utilizarse como 
inmunógenos para determinado gen. Dicho procedimien- 
to se denomina vector de vacuna recombinante. 

Este método depende de la disponibilidad del gen clo- 
nado que codifica рага el antígeno y de la posibilidad de 
expresar el gen clonado como proteína antigénica, Un 
recombinante efectivo para rabia-vacuna ha sido desarro- 
lado para usarlo en animales. Los métodos de la recombi 
nación del DNA para desarrollar vacunas se discuten en la 
Sección 31.8, 

Otra estrategia es el uso de DNA recombinante 
producir proteínas como inmunógenos, Para ello, un 
de un patógeno tiene que clonarse en un hospedador айе 
cuado. El hospedador tiene que expresar la proteína 


Esto es conocido como vacuna de antígeno recombinante, 
ejemplo la vacuna para la hepatitis B es un antígeno de 
perficie del virus (HbsAg) expresado en células de 1 
dura. 


2213 = ALERGIA, MIPERSENSIBILIDAD Y AUTOIMMUNIDAD = 773 


TABLA 


22.5 


тро! Inmediata. Sensibilización de IgE de los mastocitos Minutos Reacción al veneno de abejas 
Pebre del heno. 
троп Citotoxina" Interacción de la IgC con antígenos de Horas Alergia а drogas (penicilina) 
superficie celular 

тош Formación de Interacción de la IgC con antígeno Horas Lupus eritematoso sistémico. 
complejos inmunes soluble o circulante GLE) 

тру Hipersensibilidad Células proinflamatorías Tx; Dias Hiedra venenosa 
retardada Test de la tuberculina 


mscularmente en los animales. Varias semanas des- 

бё el hospedador responde produciendo células Te y Th, 

anticuerpos para la proteína incluida en el DNA. Ара- 

temente el DNA es transcrito y traducido, y se produce 

la proteína inmunógena, que da lugar a la respuesta inmu- 
е. Estos plásmidos se denominan «vacunas DNA». 

Las vacunas DNA tiene muchas ventajas sobre otros mé 

де inmunización. Por ejemplo, como es inyectado un 

, no ocurre como con las vacunas atenuadas, que se 

uede producir una infección. En segundo lugar, antígenos 

determinantes antigénicos pueden utilizarse para pro- 

оуег una respuesta específica, por ejemplo, frente a un an- 

o tumoral. Finalmente, esta estrategia es única a la hora 

Че producir respuesta T y producción de anticuerpos. Esto 

asi porque la proteína antigénica se expresa en la célula 

pecadora. Las proteínas son procesadas y presentadas a 

¡células Te, por los caminos convencionales, resultando la 

imulación de las células Te (vénse Sección 22.5). 


22.12 Revisión de concentos 


avances en biotecnología y en inmunología han supuesto 
odos alternativos para evitar el contacto con los agentes in- 
y en algunos casos hasta con el antígeno, 


Dé dos ejemplos de métodos alternativos de vacunación 


¿Cuál es la ventaja de los métodos alternativos frente а los 
métodos habituales? 


INMUNIDAD FRENTE 
A LAS ENFERMEDADES 
INFECCIOSAS 


ta inmunitaria puede causar daño en el hospe- 

or y enfermedad. Las hipersensibilidades son respues- 

nmunitarias desapropiadas que pueden causar daño en 

p Los superantígenos son proteinas produci- 

¡por bacterias y virus que causan una masiva estimula- 

de las células del sistema inmune causando también 
año en el hospedador: 


La mayoría delas enfermedades autoinmunes están causadas por mecanismos del tipo H y Ш. 


Ey hipersensibilidad y 


Las enfermedades inmunológicas son consecuencia de la 
reacción lesiva del sistema inmune en el hospedador y se 
llaman hipersensibilidad. Vamos a tratar de la hipersensi- 
bilidad inmediata, comúnmente llamada alergia, de una res- 
puesta celular anormal que origina la hipersensibilidad de 
tipo retardado y de las enfermedades autoinmunes, debidas a 
que se atacan los propios antígenos. 


Hipersensibilidad de tipo inmediato 


de tipo I) 
Esta forma de hi ibilidad se denomina y ocurre mi- 
nutos después de la exposición al antígeno. La hipersensi- 


bilidad de tipo inmediato está medida por anticuerpos 
(Tabla 22.5). Hipersensibilidades de tipo inmediato englo- 
ban generalmente las alergias. Según el individuo y el an- 
tigeno, pueden causar reacciones desde leves a muy graves, 
incluso que amenacen la vida, por un proceso que se de 
nomina anafilaxis. Los antígenos que causan estas hiper- 
sensibilidades se laman alergenos. 

Enel hombre, un 20% de la población padece estos cua- 
dros, incluyendo reacciones alérgicas (anafilácticas) a aler- 
genos específicos como pólenes, caspa de animales y otros 
agentes (Tabla 22.6). En una reacción anafiláctica caracte- 
rística, un antígeno desencadena (tras la primera exposi- 
ción) la producción de inmunoglobulinas de la clase IgE. 
A diferencia de las inmunoglobulinas circulantes de la 
clase IgG o IgM, las moléculas IgE se fijan a través de su 
dominio constante (véase Sección 22.8) a la superficie de cé- 
lulas cebadas y basófilos (Figura 22.23). Las células cebadas 


Polen y esporas de hongos (fiebre del heno) 
Venenos de insectos (picadura de abeja) 
Algunos alimentos 

Caspa (epitelio) de animales. 

Асатов de polvo doméstico 
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tocitos. El nuevo contacto antigénico y el entrecruzamiento de las IgE inicia la liberación de mediadores vaso-activos, derivando en sintomas 
lergías ligeras о poniendo en riesgo la vida por алайа. 


(mastocitos) son células fijas del tejido conectivo, adyacen- 
tes а los capilares a lo largade todo el organismo. Tras una 
posterior exposición al antígeno, la IgE unida a la célula se 
une al antígeno. Esta unión estimula la liberación de varios 
mediadores alérgicos a partir de mastocitos y basófilos. 
Los mediadores químicos fundamentales liberados por 
mastocitos y basófilos son la histamina y serotonina (ambas 
son aminoácidos modificados). Se han caracterizado otros 
mediadores anafilácticos que son péptidos pequeños, La li- 
beración de histamina y serotonina provoca vasodilatación 
y contracción del músculo liso, lo que da lugar a los signos 
característicos de la anafilaxís. Estos signos incluyen, entre 
otros, dificultad respiratoria, eritema, abundante produc- 
ción de moco, estornudos, y prurito y enrojecimiento ocula- 
res. En general, los síntomas suelen ser de corta duración 
pero tras la sensibilización al antígeno, pueden producirse 
sucesivas respuestas tras exposiciones repetidas al antíge- 
no. Según el individuo, la intensidad de las reacciones ana- 
filácticas puede variar desde síntomas leves (o ninguno) а 
síntomas graves que pueden llevar al individuo al choque 
anafiláctico. En el hombre, el choque anafiláctico se carac- 
teriza por una grave dificultad respiratoria, dilatación capi- 
lar (que produce una caída importante de la tensión arterial), 
y eritema y prurito cutáneos, Si estos casos graves de choque 
anafiláctico no se tratan inmediatamente con dosis elevadas 


de adrenalina para contrarrestar la contracción del тб 
lo liso y facilitar la respiración, puede producirse la mı 


Hipersensibilidad de tipo retardado (tipo IV) 
Se trata de una forma de hi bilidad celular que 
plica a una subpoblación de células Т llamadas «células 
de hipersensibilidad retardada» (ОТН). La sintomatol 
aparece de unas horas a unos días después de la 

al agente desencadenante, la máxima respuesta по 
mente ocurre entre las 24 y 48 horas siguientes después 
la exposición al antígeno. Las reacciones de hipersensil 
dad de tipo retardado están dirigidas contra determinad 
organismos y unos pocos antígenos propios (Tabla 22,7) 
un grupo de productos químicos que covalentemente 
unen a la piel, creando nuevos antígenos. El último, 

по, conocido como dermatitis de contacto, es 

de muchos de los trastornos alérgicos de la piel habitual 
еп el hombre, entre los que se incluyen la reacción frente. 
la hiedra venenosa, los cosméticos y ciertos medicament 
о sustancias químicas. Poco después de la exposición 
agente, aparece prurito en la piel en el lugar de contacto] 
en unas horas eritema e hinchazón, expresión de una 
puesta inflamatoria generalizada. Como consecuencia 
la acción de las células inmunes, se produce la des 
localizada del tejido. 
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Diabetes juvenil (diabetes mellitus Páncreas 
insulin dependiente) 

Miastenia grave Músculo esquelético 

Sindrome de Goodpasture Riñón 

Artritis reumatoide Cartilago 

Enfermedad de Hashimoto (hipotiroidismo)  Tiroides 

Infertilidad masculina (algunos casos) Espermatozoides 


Anemia perniciosa Factor intrinseco 

Lupus eritematoso sistémico DNA, cardiolipina, 
nucleoproteinas, factores de 
la coagulación de La sar 

Enfermedad de Addison Glándulas suprarrenales. 

Encefalomielitis alérgica Cerebro 

Esclerosis multiple Cerebro 


Un buen ejemplo de reacción de hiper 
retardado es el desarrollo de inmunidad frente al agente cau- 
sal de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis (Figura 
2224). Esta respuesta inmune celular fue descubierta por vez 

ега por Robert Koch durante su clásico trabajo sobre tu- 

ов y se ha estudiado ampliamente. Los antígenos de- 
sívados del bacilo, que se inyectan por vía subcutánea en un 
nimal previamente inmunizado frente al mismo antígeno, 
¡desencadenan una reacción típica en la piel que se desarro- 
la totalmente transcurridas de 24 a 48 horas (por el contra- 
йо, las reacciones cutáneas en respuesta a los anticuerpos, 


Autoanticuerpos contra antígenos de superficie y 
Че células insulares de Langerhans 
шу) 


Autoanticuerpos contra los receptores de acetilcolina en 
el músculo esquelético (I) 
Autoanticuerpos contra la membrana basal de los 


z aglutinan los iozoides del 
Autoanticuerpos que aglutinan los espermatozoides. 
ке 


Respuesta masiva de autoanticuerpos contra distintos 
componentes celulares, que resulta en la formación de 
inmunocomplejos (Ш 

A contra antígenos de células 

ш) 

Respuesta celular contra el tejido cerebral (IV) 


vistas previamente, se desarrollan casi inmediatamente tras 
la inyección del antígeno). En la región de la inyección del an- 
tígeno, las citocinas liberadas y el antígeno estimulan las cé- 
lulas T,,1, que atraen grandes cantidades de macrófagos. Los 
macrófagos son responsables de la ingestión y la digestión 
del antígeno invasor. Las reacciones características de la piel: 

endurecimiento, inflamación, eritema, dolor y calor. Estas 
son las respuestas de la reacción inflamatoria, producto de la 
citocinas producidas por Тї. Esta reacción cutánea es la base 
del test de la tuberculina, con el que se detecta la exposición 
previa M. tuberculosis, 

Algunas infecciones microbianas desencadenan reaccio- 
nes de hipersensibilidad de tipo retardado. Además de tu- 
berculosis, lepra, brucelosis, psitacosis (todas causadas por 
bacterias), parotiditis (causada por un virus) y coccidioido- 
micosis, histoplasmosis y blastomicosis (causadas por hon- 
gos). En todas estas reacciones inmunes celulares se producen 
reacciones cutáneas típicas después de la inyección del апи 
geno procedente del patógeno, que pueden usarse para el 
diagnóstico de una exposición previa al patógeno. 

Finalmente, las células Т] también pueden estar im- 
plicadas en enfermedades autoinmunes, producidas frente 
a antígenos propios. Por ejemplo, las Т1 están implicadas 
еп la encefalitis alérgica de tipo I (juvenil) у en la diabetes 
mellitus (Tabla 22.6). Sin embargo, la mayoría de las enfer- 
medades autoinmunes están mediadas por anticuerpos, 
сото discutiremos a continuación. 


Enfermedades autoinmunes (tipos Il y Ш de 


Las células Т y В que van a reaccionar con los autoantíge- 
пов son eliminadas durante la maduración de los linfocitos. 
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Sin embargo, en algunos individuos se produce la reacti- 
vación de los linfocitos T y B. La reactivación de estos clo- 
nes Т y B autorreactivos provoca trastornos inmunológicos 
que se conocen como enfermedades autoinmunes (Tabla 227). 

Según el trastorno específico, la autoinmunidad puede 
afectar a la respuesta inmune celular o de anticuerpos diri- 
gida contra constituyentes propios. Determinadas enferme- 
dades autoinmunes son típicamente órgano-específicas. 

Por ejemplo, en la enfermedad de Hashimoto, se fabrican 
autoanticuerpos contra la tiroglobulina y otros antígenos 
Че! tiroides. Las enfermedades que afectan el tiroides se cla- 
sifican como de бро Il, porque los autoantícuerpos contac- 
tan con antígenos de la superficie del tiroides y provocan la 
destrucción del mismo. En la diabetes juvenil (diabetes me- 
litus insulina-dependiente), se observan autoanticuerpos 
contra las células productoras de insulina, en los islotes de 
Langerhans; dichos autoanticuerpos pueden causar la en- 
fermedad, pero la destrucción de los tejidos se produce por 
la vía de las células Ти1. 

El lupus eritematoso sistémico (SLE) afecta a la produc- 
ciôn gran escala de autoanticuerpos frente a constituyen- 
tes propios, incluyendo el DNA. Esta enfermedad, y otras 
parecidas, están inducidas por complejos circulantes antí- 
geno-anticuerpo que pueden depositarse en distintos teji- 
dos, como el riñón y el bazo. La fijación del complemento 
y las subsiguientes respuestas inmunes de naturaleza lítica 
inflamatoria originan un daño celular local, aunque ge- 
neralmente grave en el lugar donde se depositan los com- 
plejos. EI SLE es una claro ejemplo de las enfermedades de 
Tipo IIL, mediadas por inmunocomplejos. 

En ocasiones, las enfermedades autoinmunes órgano- 
específicas son más fácilmente controladas por la clínica, 
pues el producto de la función del órgano, como la tirosi- 
па en el caso del hipotiroidismo o la insulina en la diabetes, 
соп frecuencia puede suplirse en su forma pura a partir de 
otra fuente, Los síndromes más generalizados como el SLE 
pueden controlarse únicamente mediante terapia inmuno- 
supresora, con drogas de tipo esteroide, si bien este abordaje 
no está exento de riesgo, por el aumento de la probabili- 
dad de infecciones oportunista: 

Cada vez es más evidente que la herencia tiene una in- 
fluencia importante en la incidencia, el tipo y la gravedad 
de las enfermedades autoinmunes. Se sabe ue existe una 
tendencia hereditaria a desarrollar determinadas enferme- 
dades autoinmunes; muchas enfermedades autoinmunes 
se correlacionan fuertemente con la presencia o ausencia 
de ciertos antígenos del complejo principal de hístocom- 
patibilidad (MC) (véanse Secciones 22.5 y 23.2). Los estu- 
dios de modelos de enfermedades autoinmunes en el ratón 
apoyan dicha ligazón genética, si bien es cierto que las con- 
diciones necesarias para el desarrollo de la autoinmunidad 
dependen de otros factores, que incluye los niveles hor- 
morales y la presencia de agentes infecciosos como bacte- 
rias y virus, 


/_22.13 Revisión de conceptos 


La hipersensibilidad es la consecuencia de la acción de: 
поз extraños, que estimula la inmunidad celular o humoral, y la 
reacción subsecuente de las células efectoras es tan intensa, que 


se produce un daño en el tejido del hospedador. La autoínmu- 
nidad es una respuesta inmune frente a antígenos propios, que 
produce un daño en el tejido del hospedador 
$ Distinga entre la hipersensibilidad inmediata y la hiper 
sensibilidad retardada, con la identificación de antígenos y 
electores. 
Identifique dos categorías de enfermedades autoinmunes- 


Бнз» o Ш 


En el Capítulo 21 discutimos los mecanismos de acción. 
de diversas categorías de toxinas bacterianas, Las exo- 
toxinas interaccionan con las células produciendo un 
daño (véanse Secciones 21.10 y 21.11). Las endotoxinas 
interaccionan directamente con gran cantidad de células, 
causando la liberación de pirógenos endógenos y otros 
mediadores solubles, produciendo fiebre e inflamación 
generalizada, Existe una familia de exotoxi-nas denomie 
пайа superantígenos, que no actúan directamente sobre 
las células, pero producen una estimulación general del 
sistema inmune del hospedador para que produzca daña 
еп el mismo, 


Superantígenos y activación de las células Т 

Los superantígenos son capaces de potenciar fuertemente 
las respuestas inmunes porque activan más células T que 
otras respuestas inmunitarias, Todos estos antígenos son 


MHG y TOR fuera del sitio de unión de los péptidos. Dado que los: 
ios de unión de Jos superantígenos son conservados еп el MHC y 
TOR, los superantigenos pueden interaccionar con gran número 
células, estimulando una masiva activación de T, la lberación de 
tocinas e incluso la inflamación sistémica. 


EJERCICIOS PRÁCTICOS в 777 


diferentes de los antígenos convencionales y se unen al 
ТСК. Los superantígenos son producidos por virus y bac- 
terias, como los estafilococos y estreptococos en gran va- 
riedad, y resultan ser muy potentes (Tabla 21.4). 
Los superantígenos activan muchas células Т que pro- 
ducen citocinas; las citocinas estimulan otras células, en 
Паг macrófagos у otros fagocitos. Con la gran canti 
dad de citocinas que se producen, esta se caracteriza por la 
“inflamación sistémica, generalmente causando fiebre y dia- 
тег, vómito y producción excesiva de moco y choque sis- 
lêmico. En casos extremos puede resultar fatal la exposición 
asuperantígenos. 
Los antígenos convencionales se unen a la región V 
del TCr, el sitio de unión al antígeno. Un antígeno nor- 
estimula a menos del 0,01% del total de la población 
де células Т (vénse Sección 22.5). Los superantígenos se 
en a la cadena Vf del receptor de la célula T, fuera del 
tio de unión al antígeno, Muchos ТСК distintos com- 
[ а sto de unión y los superantígenos se unen а 
los que comparten esa estructura. Esta unión pue- 
de estimular entre el 5% y el 25% de las células T en el in- 
lividuo afectado, Los superantígenos también se unen a 
CPA y al МНС de clase П, de nuevo en un sitio fuera 


Preguntas de repaso 


del de unión del péptido (Figura 22.25). Estas interaccio- 
nes celulares estimulan un gran número de células T, re- 
sultando en una inflamación generalizada, como se ha 
mencionado antes. 

Varias enfermedades se deben a superantígenos. In- 
cluyen Slaphylococcuus aureus, caracterizada por fiebre, 
vómitos y diarrea, se caracteriza por la enterotoxina esta- 
filocócica. Staphylococcus aureus también produce un su- 
perantígeno, la toxina del síndrome del choque tóxico. 
Streptococcus pyogenes produce la toxina eritogénica, el su- 
perantígeno responsable de la fiebre escarlata. Otros mu- 
chos superantígenos que también producen enfermedad 
se mencionaron previamente (véase Tabla 21.4). 


/_22.14 Revisión de conceptos 

Los superantígenos se unen a gran cantidad de células T en 

modo nuevo, y son capaces de producir enfermedades sistémi- 

cas, caracterizadas por inflamaciones generalizadas, 

2 Discrimine entre antígeno normal y superantigeno, en а 
tivación de las células Т. 

4. Identifique el sitio de unión del superantígeno, a la célula T 
y ala APC. 


F 1, ¿Cuál es el origen de los fagocitos y las respuestas es- 


ресійсав de antígeno en una ta inmune? Iden- 
tifique dónde maduran las células B y Т. 

2, Explique la forma en que los macrófagos ingieren y 
destruyen micrvorganismos, haciendo hincapié en los 
mecanismos dependientes del oxígeno. 

_ 3, Identifique lo más importante en la respuesta de anti- 
geno específica. 

4 ¿Qué moléculas inducen respuesta inmunitaria? ¿Qué 
propiedades son necesarias para que una molécula in- 
duzca una respuesta inmunitaria? 

£$, Describa la estructura básica de las del com- 
plejo principal de histocompatibilidad (МНС) de clase 
ТУШ. ¿En qué se diferencian fundamentalmente? 

_ & Diferencie entre célula Te y NK. ¿Cuál es la señal de 
activación para cada tipo celular? 
. ¿Cómo se diferencian las Ty y las Te? ¿Cuál es la señal 
Че activación para cada tipo? 


8. Describa la estructura básica y las diferencias funcio- 
nales entre las cinco clases de anticuerpos, 

9. Identifique las interacciones que tienen lugar para que 
las calas В produsen anticuerpos. = o 

10. Describa la cascada del complemento. ¿Es el orden de 
las proteínas importante?, ¿por qué si o por qué no? 

її, Describa las enfermedades para las qué ha sido in- 
munizado. Describa las enfermedades para las que tie- 
ne inmunidad natural adquirida. 

12. Describa al menos una técnica biotecnológica utiliza- 
да para la inmunización. ¿Cómo esta técnica se dife- 
rencia de las estrategias convencionales? 

13. Defina las diferencia entre hipersensibilidad inmediata 
y retardada, en términos de los efectores inmunitarios, 
los tejidos diana, los antígenos y el resultado clínico, 

34. Describa el mecanismo general de cómo los superan- 
tígenos activan las células T. ¿Cómo se diferencian los 
superantígenos de los antígenos convencionales? 


Ejercicios prácticos 


Describa los problemas potenciales de un individuo 

_ incapaz de fagocitar patógenos, ¿Podría el individuo 
sobrevivir? Explíquelo. 

2 La tolerancia específica es necesaria para la calidad de la 

la memoria resulta 

menos imprescindible, por lo menos al primer vistazo. 


3. Trace la trayectoria de un patógeno que entra en el 
cuerpo a través de una herida, por la pantorrilla i2- 
quierda. ¿Qué células reconocen primero el patóge- 
no? ¿En qué lugar se iniciará la infección? ¿Qué células 
y Órganos estarán implicados en la destrucción del pa- 
tógeno? ¿Qué células y órganos estarán implicados en 
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la producción de inmunidad específica frente al pató- 
geno? 

4. Todos los inmunógenos son antígenos, sin embargo, no 
todos los antígenos son inmunógenos. Explique estos ra- 
zonamientos utilizando ejemplos moleculares. 

5. Describa el potencial problema de un individuo que no 
sea capaz de presentar antígeno a las То, ¿y a las Ty?, ¿y 
alas Ти y las Те? ¿Qué moléculas son deficientes en cada 
individuo? ¿Cuál de los dos individuos podría sobrevi- 
vir en un ambiente normal? Explíquelo. 

6. Diferencie entre la protección de las Тс y las NK. ¿Es al- 
guna de estas células más importante para la supervi- 

vencia? Explíquelo. 

En determinadas situaciones, las células В son activadas 

en ausencia de células Т. ¿Qué podría impedir a las cé- 

1ша T «ayudar» a las células В? Sugerencia: piense en el 
procesamiento de los antígenos; ¿son los polisacáridos 
procesados de igual manera que las proteínas? 

8. Los anticuerpos de tipo IgA son más prevalentes que los 
de tipo IgG. Explique por qué se produce esta situación 
y qué ventajas confieren los tipo IgA para el hospedador. 

9. ¿Cómo la interacción del ТСК se diferencia de las inmu- 
noglobulinas (Ig)? ¿Qué diferencias fundamentales se 
encuentran entre el reconocimiento de Т y de В? 


10. El complemento es contemplado como un mecanismo 
esencial de la defensa humoral. ¿Está de acuerdo? Ex- 
plíquelo. ¿Qué puede pasar con los individuos que ca- 
rezcan de C3?, ¿y de C5? 

11. ¿Es protectivala administración de un anticuerpo para el 
antígeno de superficie del virus de la gripe para no su- 
frir la enfermedad? ¿Puede proteger a los individuos 
frente a una epidemia de gripe? ¿Es posible que los an- 
ticuerpos protejan durante un largo periodo?, ¿por qué 
so por qué no? 

12. Muchas enfermedades infecciosas no tienen vacunas 
efectivas. Escoja alguna de estas enfermedades (por 
ejemplo, SIDA, malaria o resfriado común) y explique 
cómo las vacunas no han sido efectivas, Prepare una es- 
trategia efectiva para las vacunas que ha escogido. 

13. Las enfermedades autoinmunes son muy frecuentes a 
partir de los 50 años, ¿Qué enfermedades son más fre- 
cuentes entre entre los ancianos y por qué pasa esto? 

14. Para un patógeno ¿es una ventaja evolutiva producir un 
superantígeno? Dé un ejemplo que soporte su teori 
¿Cómo podría un hospedador evitar el problema que su- 
Pone la activación masiva de células Т producida por los 
superantígenos? De nuevo piense en términos evolucio- 
nistas. 


a respuesta inmunitaria opera mediante una serie de interacciones тойе- 
culares de la superficie de la célula. Un paso crítico en el reconocimiento 
del patógeno es la presentación de proteínas procedentes del patógeno 
¡enel contexto de una proteína del hospedador, conocida como el complejo prin- 
Зра! de hintocompatibilidad, que se muestra aquí. La proteina del patógeno, ahora 
incrustada en la proteína del hospedador, es reconocida por linfocitos del patógeno 
| specifica, El reconocimiento induce linfocitos a la proteína del patógeno in- 

y responde destruyendo cualquier célula que presente esa proteína; de 

manera, los linfocitos eliminan el patógeno del hospedador. 


INMUNOLOGÍA MOLECULAR 


1 LOS GENES DE LA SUPERFAMILIA 
DE LAS INMUNOGLOBULINAS 


231 Receptores de la superficie celular 
e inmunidad 
Il EL COMPLEJO PRINCIPAL 
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232 Estructura de las proteínas del МНС 
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Agretopo porción del antigeno procesado re- 
conocido por el МНС 

Anergla incapacidad de producir una res- 

frente debido 

a la neutralización de las células efectoras 

Anticuerpo proteina soluble, producida por 
los linfocitos В, que interacciona con el an- 
репо; también se le conoce como inmu- 
noglobulina 

Apoptosis programmed cell death 

Citoquina proteína pequeña, soluble, prostu- 
cida por un linfocito y encargada de mo- 
dular las reacciones inflamatorias y la 
inmunidad а través de sus efectos en las 
células diana 

Complejo Principal de histocompatibi- 
lidad (МНС) región génica que codifica 
diferentes proteínas de superficie relacio. 
nadas con el procesamiento y presentación 
де antígenos 

Delección clonal eliminación, en el timo. 
de los linfocitos Т autorrenctivos y los no 
reactivos 

Dominio region de una proteina con una de 
terminada función о estructura 

aps porción de un antigeno que es reco- 
nocia por una inmunoglobulina o un re 
ceptor de célula T 

Genes de la superfamilia de las inmu- 
'noglobulinas familia de genes que están, 


evolutiva, estructural y funcionalmente n 
acionados con las inmunoglobulinas. 

MLA antígenos leucocitarios humanos. 

inmunoglobulina (ig) proteina soluble, pro- 
ducida por los linfocitos B que interaccio- 
na con el antígeno; también se le conoce 
como anticuerpo. 

МНС de clase 1 proteina presentadora de 
“antígenos presente en todas las células nu 
eadas de vertebrados 

МНС de clase И proteina presentadora de 
antigenos presente en macrófagos, linfoct- 
tos B y células dendríticas (células presen 
tadoras de antigeno) 

Motivo secuencia conservada de aminasoidos 
ue se encuentra en tados los péptidos an- 
tigenicos que se unen а una determinada 
proteína del MHC 

Polimorfismo la existencia de múltiples ale 
los en un locus con una frecuencia que no 
puede explicarse por la presencia de mu- 
taciones al azar recientes 

Quimioquina proteína pequeña, soluble, pro 
ducida por diferentes células y encargada 
Че medular las reacciones inflamatorias y 
lo inmunidad através de sus efectos en las 
células diana 

Receptor de célula Т (TOR) rec<ptor pro 
жасо de la superficie delos linfocitos T que 
reconoce especificamente al antígeno, 


Regiones determinantes de la comple- 
mentarledad (CDRs) variaciones en la 
secuencia de aminoácidos que tienen lugar 
en las regiones variables de las Igx o los 
ТСК en las que ocurren la mayoria de los 
contactos moleculares con el antígeno 
(también conocidas como regiones hiper- 
variables) 

Regiones hipervariables variaciones en la 
“secuencia de aminoácidos que tienen lugar 
en las regiones variables de las 1з о los. 
TORS en las que ocurren la mayoría de 
los contactos moleculares con el antígena 
(también conocidas como regiones deter 
minantes de la complementariedad) 

Selección clonal los lintocitos Т y B ри 
ducen coplas de sí mismos cuando son es 
timulados por un antígeno 

Selección negativa en la maduración de. 
los linfocitos T, los que reconocen ant 
nos propios en el timo son eliminados 
(utrsedelección clonal) 

Selección positiva en la maduración de k 
linfocitos Т, los que en el timo inter 
пап con el MHC propio estimu 
cimiento y desarrollo. 

Tolerancia ausencia de respuesta inm 
frente a un antígeno determinado 


nel capítulo anterior se presentaron las característi- 
сав y funciones pripeipales de la respuesta inmuni- 
tarla. En el presente capítulo, nos basaremos en esos 
дорое para discutir obre las proteínas y las interaccio- 
пез moleculares que subyacen als inmunitaria, 
Primeramente examinaremos en detalle las proteínas que 
interaccionan con los ant proteínas del complejo 
[оре котра аач (М (МНС), Los HCO, receptores de 
tos Т (TCR) y las inmunoblogulinas (igs). También 
abordaremos las bases genéticas de la generación de diver- 
sidad de todas las moléculas anteriores. En la parte final, 
пов centraremos en las interacciones intercelulares que ac 
tivan y controlan la respuesta inmunitaria. 


1 LOS GENES DE LA SUPERFAMIL| 
LAS IN 'OGLOBULINAS 


Los genes de la superfamilia de las inmunoglobulinas son 
un grupo de genes que codifican proteínas que comparten 
elementos estructurales, evolutivos y/o funcionales con los 
genes y proteinas de las inmunoglobulinas. Estudiamos 
esta superfamilia aquí dado que las distintas proteínas, re- 
lacionadas con el sistema inmunitario, que se unen a los 


antígenos pertenecen a esta superfamilia. 


Receptores de la superficie 
celular e inmunidad 


Existen tres tipos diferentes de proteínas de superficie 
interaccionan específicamente con antígenos durante 
uesta inmunitaria, como ya discutimos en el Capit 
22 Son: las inmunoglobulinas (165 o anticuerpos), los 
ceptores de las células T (TCR) y los productos de los ge 
del complejo principal de histocompatibilidad (МНО), 
proteínas MHC. Aunque todas estas proteínas son Ca 
сез de unirse a antígenos, presentan una diferente K 
lización, estructura y función. Las proteínas MHC se 
cuentran en las células presentadoras de antígeno y en 
células diana que presentan antígenos a TCR's, los cuales 
encuentran exclusivamente en linfocitos T (Sección 
inmunoglobulinas, que se encuentran en los linfocitos 
interaccionan directamente con antígenos extracelular 


que unen antígeno 
Las inmunoglobulinas, receptores de células Т y las 
nas МНС comparten elementos estructurales que estan 
ramente relacionados desde un punto de vista evoluti 
Su análisis molecular y estructural indica que todas 

pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y 
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han evolucionado mediante duplicación у posterior selec: 
ción, Los elementos básicos de las proteínas de la superfa- 
milia de las inmunoglobulinas aparecen en la Figura 23.1. 
Cada proteína presenta, al menos, una región muy conser- 
vada, llamada dominio constante (С) de alrededor de 100 
aminoácidos conteniendo un enlace disulfuro intercatena- 
fio que abarca unos 50-70 residuos. Beta-2 microglobulina 
(Вот), parte de las proteínas de МНС tipo I (véase Sección 
232), realmente consiste en un dominio С simple. El do- 
minio variable (У) del ТСК, IG y proteínas del МНС son 
Че un tamaño similar al de las regiones constantes, pero los 
dominios У son considerablemente diferentes entre sí y de 
los dominios С. Los dominios С proporcionan integridad 
¡structural a estas proteínas y son las encargadas de unir las 
regiones V а la membrana y determinan su forma caracte 
Ыйса, Los dominios С también actúan como dianas para la 
Interacción con otras moléculas accesorias. Por ejemplo, el 
dominio constante de las IgG e IgM unen a proteínas del sis- 
ета del complemento (Sección 22.10); los dominios cons- 
antes de las moléculas de МНС de tipo I son capaces de 
йгзе а la molécula accesoria СОВ en los linfocitos Т cito- 
lúxicos у, del mismo modo, las moléculas de МНС de tipo 
son capaces de unirse a CD4 en los linfocitos T colabora- 
(Sección 22.5). Sin embargo, los dominios У han evo- 
sonado para interaccionar con una amplia variedad de 
ígenos. 
TCR, lg y las proteínas del MHC están formadas por 
polipéptidos distintos que se asocian para dar lugar а 
¡proteína funcional, y todos ellos son expresados en la su: 
cie de las células como receptores de antígenos. No 
tante, como discutimos en al Capítulo 22, la función de 
una de estas proteínas es bastante diferente. Las Igs 
adas a la superficie de los linfocitos B, se unen a pro- 
de bacterias, virus y productos bacterianos tales сото 


toxinas; las Igs estan también en gran cantidad de forma 
soluble. Los TCRs se encuentran exclusivamente en los 
linfocitos Т, interaccionan con péptidos antigénicos pre- 
sentados por células diana o por células presentadoras de 
antígeno (APCs). Las proteínas del МНС llevan los pépti- 
dos antigénicos a la superficie de las células diana o de las 
АРС». Las células T reactivas frente a un antígeno eliminan 
la célula diana con la que interaccionan o producen protei- 
nas que van a disparar la respuesta inmunitaria (Sección 
226 y Sección 22.7). 


/_23.1 Revisión de conceptos 


La superfamilia de los genes de las inmunoglobulinas está com- 
puesta por genes que evolutiva, funcional y estructuralmente 
están relacionados con las inmunoglobulinas. Entre los miem- 
bros de esta superfamilia encontramos: las inmunoglobulinas 
de superficie de los linfocitos B, los receptores de las células T, 
las proteínas del МНС de tipo Гу П, у otras proteínas invalu- 
cradas en la respuesta inmunitaria 


4 ¿Describa las características estructurales del dominio С de 
las inmunoglobulinas? 


4 ¿Por qué la estructura de los dominios V es diferente de la 
delos С? 


EL COMPLEJO PRINCIPAL DE 
STOCOMPATIBILIDAD (MHC) 


El complejo principal de histocompatibilidad (МНС) está 
formado por un grupo de genes presentes en todos los ver- 
tebrados, El МНС ocupa alrededor de 4 millones de pares 


Los dominios constantes (С) de las proteinas codificadas por los genes de la superfamilia de las inmunoglobulnas son secuen- 
¡de aminoácidos muy conservadas, incluso en su estructura tridimensional. La presencia de dominios С similares a los de las igs identifica a 
proteina como miembro de esta famia e indica una fuerte relación evolutiva. Sin embargo, las regiones variables (V) de las igs, TGAS y los 
де interacción con el antigeno de las proteinas del МНС de tipo | у no pueden ser catalogados como miembros de la supertamia de 
debido a su variabilidad y diferente estructura. Presumibiemente todos estos dominios evolucionaron а partir de dominios lg, pero la se- 
¡evolutiva que les llevó a unir determinados antígenos hizo que perdieran cualquier homología estructural con los dominios С de las |g. 
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Mapa del МНС humano, El MHC humano se conoce como complejo HLA (complejo de antígenos leucocitarios humanos), El com 
plejo HLA está localizado өп el cromosoma \ y ocupa antomo a 4 milones de pares de bases. Los genes del HLA de tipo II ОРА y DPB соі, 
сал las proteinas DPa у ОРД: los genes DOA у DOB codifican DOn y DOF los genes DRA y DAB codifican DRa y DRA; los genes de clase ll 
codifican diversas, unas proteinas relacionadas con funciones inmunitarias y otras con funciones diferentes a las inmunitarias, СА y C2 codifican 
las proteinas del sistema del Complemento C4 y C2 (Sección 22.10). El gen TNF codifica una citoquina, el factor de necrosis tumoral (ивазе бест 
ción 29.10). Las proteinas del МНС de tipo | HLA-B, HLA-C y HLA-A están codificadas en la región de clase | por los genes В, С y A. Más de 200 


genes, muchos de ellos involucrados en el reconocimiento о procesamiento de antígenos, están localizados en el complejo HLA. 


de bases del cromosoma VI humano. El MHC humano se 
conoce como HLA (antígenos leucocitarios humanos) (Fi- 
gura 232). Los productos del МНС incluyen diferentes pro- 
teínas implicadas en el procesamiento y presentación de le 
antígenos. En esta sección vamos a examinar las caracte- 
rísticas genéticas y estructurales de dos proteínas del МНС 
que unen tanto antígenos como ТСК. 


Шз +; 


Las proteínas del МНС fueron descubiertas debido а su im- 
plicación en el rechazo de transplantes, A pesar de que la 
función biológica real de las proteínas del МНС es unir y 
presentar antígenos а las células Т (Sección 225). 

Las proteínas del MHCse pueden dividir en dos clases 
de acuerdo a su estructura. Las de clase I se encuentran en 
la superficie de todas las células nucleadas y están encar- 
gadas de presentar antígeno a los linfocitos Т citotóxicos 
(То). Si los péptidos presentados por las proteínas de clase 
Ison reconocidos como extraños, la célula que presenta ese 
antígeno es directamente eliminada por el linfocito Te (Sec- 
ción 22.6). Las proteínas de clase П del МНС se encuentran 
únicamente en la superficie de los linfocitos B, macrófagos 
y células dendríticas, todas ellas con función presentadora 
de antígenos (APCS) (Sección 22.5). Mediante las proteínas. 
Че clase Illas APCs presentan los antígenos а los linfocitos 
T colaboradores, estimulando las reacciones inflamatorias 
о de producción de anticuerpos (Sección 227). 


Proteínas del МНС de clase 1 

Las proteínas del МНС de clase I están compuestas de 
dos polipéptidos (Figuras 23.1 y 23.2). Una cadena a trans- 
membranal, con un peso molecular de 42 000 y codificada 
por un gen que se encuentra en la región del МНС del сто- 
'mosoma VI. El otro polipéptido de clase 1 se conoce con el 
nombre de 8-2 microglobulina (£m) con un peso mole- 
cular de 12 000 y se asocia de forma no covalente al ante- 
пог. 


La estructura tridimensional de las proteínas del MI 
de tipo I revela una forma que sugiere cómo puede inte 
raccionar esta proteína, tanto con el antígeno como con el 
TCR, simultáneamente (Figura 23.3). La cadena a ве рі 
para formar una gran hendidura entre los dominios al y 
y es en esta hendidura donde la molécula de МНС une los. 
péptidos antigénicos. La hendidura está cerrada por an 
bos extremos lo que limita el tamaño del péptido unido a 
10 aminoácidos La superficie de las proteinas del МНС 
clase I se compone de dos a-hélices que junto con el pép 
do unido, forman una superficie de contacto con la 
interacciona específicamente con el TCR, como discut 
mos más tarde (vénse Sección 23.6). 


Proteínas del МНС de clase П 
Las proteínas del МНС de clase П están formadas por po 
lipéptidos transmembrana, unidos de forma по соха! 
llamados a y В, con un peso molecular 33 000 y 28 000 
pectivamente (Figura 23.1 y Figura 233), Las proteínas de elas 
e П suelen formar un dimero, lo que incrementa su capacid 
de unirse al TCR. Los dominios al УВ de estas pi 
interaccionan formando el sitio de unión del péptido, 
que es muy similar al presentado por las proteínas de tip 
Enel caso de las proteínas de tipo П, la hendidura está aber 
la lo que permite a las proteínas de clase П unir péptidos d 
un tamaño significativamente mayor a los 10 residuos de 
péptidos presentados por las proteínas de clase 1 (Figura 23, 


Las proteínas del МНС de clase I son expresadas por todas las 
lulas. Su función es presentar los péptidos antigénicos del cito 
а los receptores de las cólulas T citotóxicas. Las proteínas del MI 
de clase П se expresan exclusivamente en las células р o 
ras de antígeno, Su función consiste en presentar antígenos | 
tídicos externos a los receptores de las células T co 
Z Compare las estructuras de las proteínas del МНС е, 
1y Il. ¿En qué se diferencian? ¿En qué se parecen? 
./ Compare los sitios de unión al péptido de las proteínas: 
МНС de clase y П. ¿En qué se diferencian? ¿En qué sep 
тесеп? 
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Smo de unión del peptidico 


КЕ] Estructuras tidmensionales de las proteínas del MHC. (a) Proteina de clase |. (©) Proteina de clase II өп forma de dimero. Las 
fechas amarilas indican los sitios de unión del péptido. Reproducción con el permiso de Nature 364:33 (1993), O Momilan Magazines. (c) Mo- 
elo espacial de una proteina de clase I соп un péptido unido, como se мо anteriormente, Puede verse un péptido de 9 residuos en verde claro, 
1обвайо por la proteína humana de clase | (azu). (d) Modelo espacial de una proteina de clase iI соп un péptido unido, como se ую anteriormente. 
En rojo se muestra un péptido de 17 residuos proveniente de la ovoalbumina, rodeado por una proteina de clase Ii del ratón (azu). Los modelos. 


de las proteinas de clase Ту 


[ЕЕ Polimorfismo y genes del mHC 


tae al menos, tres loci рага los genes del MHC de tipo 
LHLA-A, -B y -C, mostrando, todos ellos, un elevado ni 
Че polimorfismo. El polimorfismo se puede definir como 
la existencia de múltiples alelos en un locus, con una fre- 
kuencia que no puede ser explicada por el acontecimientos 
Че mutaciones al azar recientes. Por ejemplo, hay 95, 207 
y 50 alelos distintos en los lagi HLA-A, -B y -С, respecti- 
Vamente. En consecuencia, dentro de la especie humana, 
existen multiples polimorfismos en cada locus. Sin embar- 
y cada individuo solamente dispone de dos de esos ale- 
в en cada locus (uno de ellos proviene de la herencia 
paterna y el otro de la materna). Las dos variantes alélicas 
Son expresadas de forma codominante (los dos y con la mis- 
та intensidad). Del mismo modo, los loci que codifican las 
proteínas del HLA de clase П, HLA-DR, DP y DO, son al- 
“tamente polimórficos. Los genes de clase II, de nuevo, son 
"expresados de forma codominante. Así pues, un individuo, 
"normalmente, dispone de seis proteínas de clase I genética 
estructuralmente distintas, así como de seis proteínas di- 
ites de clase П. Las variaciones polimórficas de las pro- 
(паз del МНС son el mayor obstáculo para el éxito en el 
Iransplante de tejidos, ya que, las proteínas del МНС del te- 
ido donante (injerto) son reconocidas como antígenos ex- 
años por el sistema inmunitario del individuo receptor. 
{л respuesta inmunitaria dirigida contra las proteínas del 
МНС del injerto produce la muerte de las células que lo 
forman y su rechazo. 
La organización genética y la expresión de las molécu- 
llas del МНС es muy sencilla: un gen codifica una proteína. 
embargo, la naturaleza polimórfica de los genes del 


fueron tomados de la base de datos Protem Data Bank. 


МНС asegura que, dentro de una población humana, haya 
un amplio y variado conjunto de proteínas del МНС dis- 
ponibles para la presentación de antígenos. El polimorfis- 
то genético implica que cada alelo del МСН codifica una 
proteína con diferente secuencia de aminoácidos. Dichas 
diferencias están concentradas en la hendidura de unión al 
péptido (Figura 23.3) y determinan que cada variante poli- 
morfica del MHC se una a un conjunto diferente de antige- 
nos peptídicos. Los péptidos unidos por una determinada 
proteina del МНС comparten patrones, o motivos, estruc 
turales comunes, de modo que cada proteína del МНС se 
une а un determinado patrón o motivo, Por ejemplo, todos 
los péptidos de 10 aminoácidos que se unen a una deter- 
minada proteína de clase tienen una tirosina en posición 
2 y una leucina en posición 7. Así, todos los péptidos con la 
secuencia X-Tirosina-X-X-X-X-leucina-X-X-X (X represen- 
ta cualquier aminoácido) podrían ser unidos y presentados 
por esta proteína concreta del МНС. Otra proteína del MHC 
de clase Î codificada por otro alelo polimórfico podría, pre- 
ferentemente, unirse a un motivo diferente, соп una valina 
еп posición 4 y una ргойла en posición 8 ((-X-X-valina-X- 
X-X-prolina-X-X. Los aminoácidos constantes de cada mo- 
tivo se conocen como residuos de anclaje, ya que se unen 
directa y específicamente a la hendidura de una proteína 
concreta del МНС. Consecuentemente, una determinada 
proteína del MHC puede unir y presentar un gran número 
de péptidos diferentes, siempre que dispongan de los resi- 
duos de anclaje apropiados; cada proteína diferente del 
МНС une y presenta péptidos con diferentes motivos y, por 
tanto, diferentes residuos de anclaje. De esta manera, un 
número limitado de proteínas del МНС es capaz de unir y 
presentar una cantidad muy elevada de péptidos antigéni- 
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сов diferentes. Por el contrario, las otras proteínas capaces 
de unirse al antígeno, Igs у TCRs, deben interaccionar muy 
específicamente con un número, prácticamente infinito, de 
antígenos у, por tanto, han de valerse de un mecanismo ge- 
nético diferente рага generar una diversidad en la especi- 
ficidad del receptor mayor, incluso, а la manifestada por 
las proteínas del МНС. 


/__ 23.3 Revisión de conceptos 

ЕІ MHC está formado por un grupo de genes que codifican pro- 
teínas involucradas en е1 procesamiento y presentación de an- 
tígenos. Los genes del МНС de clase 1 y П son los genes más 
Polimórficos que se conocen. Los alelos del МНС de clase 1 y Ш 
codifican proteínas capaces de unirse a péptidos con motivos 
estructurales conservados especificos. 


Y Defina y explique el polimorfismo en los genes del МНС. 
Y ¿Cómo facilita el polimorfismo de las proteínas del MHC la 


presentación de un gran número de antígenos a los recep- 
tores de las células Т? 


HI ANTICUERPOS 


Los anticuerpos o inmunoglobulinas (1g) se pueden en- 
contrar como receptores de superficie de los linfocitos В, o 
en forma soluble a altas concentraciones en el suero san- 
guineo y otros fluidos corporales, donde se encargan de 
neutralizar y opsonizar antígenos extraños (Sección 22.10) 
En la presente sección, vamos a analizar la estructura, la 
unión con el antígeno y la organización genética de la infi- 
nita variedad de anticuerpos. 


ЕЕ ^лочсоегпов y unión al antígeno 


Сото discutimos previamente (vémse Sección 23.1 у Сарі- 
tulo 22), las inmunoglobulinas constan de cuatro polipép- 
tidos, dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. La unidad 
funcional capaz de unir a un antígeno está determinada por 
el heterodímero formado por una cadena pesada y una li- 
gera. Además, tanto la cadena ligera como la pesada, están 
divididas en un dominio constante (C) y otro variable (V). 
El dominio С es el encargado de las funciones comunes de 
todos los anticuerpos, como son la unión del complemen- 
to; mientras que el dominio V de la cadena ligera y la pe- 
sada interaccionan entre sí para formar el sitio de unión al 
antígeno (Figura 23.4). En este apartado vamos a analizar 
las características estructurales de los dominios V así сото 
del sitio de unión del antígeno. 


Dominios variables 

En los dominios variables (V) de las distintas Igs existen dife- 
rencias en la secuencia de aminoácidos (Figura 234). Esta 
variabilidad es especialmente marcada en diferentes zo- 
nas llamadas regiones hipervariables. Estas zonas hiper- 
variables, también llamadas regiones determinantes de la 
complemetariedad (CDR), determinan la mayoría de los 
contactos moleculares con el antígeno. Cada dominio V, tan- 


una inmunoglobulina tipica. Су y С, representan los dominios 
1es de las cadenas pesada у ligera, respectivamente. (0) Las 
determinantes de la complementariodad, tanto de la cadena ligera 
де la pesada, en (a) determinan la formación de un solo sitio де unión 
antigeno en la inmunoglobulina. Las zonas de unión rojas 
la cadena pesada, las zonas de unión azules son de las cadenas h 
Las zonas de unión estón numeradas indicando el COR y la cadena. 
Чет, L1 seria COR de la cadena ligera. Las zonas de alta variatif 
dad CDRûs, tanto de la cadena pesada como de la ligera, cooperan 
і centro del sitio de unión. Un antigeno está representado өп gris, 
riendo el sitio de unión y contactando con todos los CDRs. La forma: 
tuai del sitio de unión podría ser como una hendidura superficial o 
un botsilo profundo, dependiendo del par antigeno-anticuerpo: 


te diferentes entre las distintas inmunoglobulinas; por 
contrario, los dominios CDR3 presentan enormes dif 
entre ellos, El dominio CDR3 de la cadena pesada tiene 
estructura particularmente compleja, Estudios de la 
cuencia de aminoácidos de CDR3 indican que están 
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dos por la porción carboxi-terminal del dominio V seguido 
рог un segmento de escasa diversidad (D) de alrededor de 
3 aminoácidos, y una región de unión (J) de entre 13 y 15 
residuos. La cadena ligera presenta una simi- 
lar en su dominio CDR3, pero carece de la región D. Todos 
los CDRS están involucrados en la unión al antígeno. 


Unión al antígeno 
La estructura tridimensional de una inmunoglobulina se 
muestra en la Figura 22.15. El principio de todas las neac- 
ciones de los anticuerpos se basa en la específica combina- 
ción de determinantes del antígeno con la región variable. El 
sitio de unión del antígeno de un anticuerpo está formado 
Por la asociación de una cadena ligera y una cadena pesada, 
mide entorno a 2 х 3 nm, y es capaz de unir un epitopo de 
un tamaño aproximado de entre 10-15 aminoácidos. El reco- 
"nocimiento de un antígeno está determinado por el plega- 
miento de las cadenas pesada y ligera de la lg, Este ple- 
[аел en las regiones Y posibilita la existencia de seis 
DRs (CDRI, 2 y 3 tanto de la cadena ligera como de la pe- 
ada) en la zona teminal de la inmunoglobulina. El resul- 
tado es un único y especifico sitio de unión del antígeno (Fi- 
gura 22.15 y Figura 2340). En la siguiente sección, vamos a 
centrarnos en los mecanismos que determinan la existencia 
Че tan tremenda diversidad en las inmunoglobulinas. 


23.4 Revisión de conceptos 


sitio de unión del antígeno de una inmunoglobulina se сот. 
pone de los dominios variables (V) tanto de la cadena ligera 
omo de la pesada, Cada cadena pesada y ligera contiene tres n= 
ones determinantes de la complementariedad, o CDRs, que 
e pliegan para formar el sitio de unión del antígeno. 
Describa las contribuciones de las regiones V, D y] de la са 
dena pesada y de las regiones V y | de la cadena ligera a los 
CDRs 

[Z Dibuje una inmunoglobu 
de unión entre el anticuerpo y el 


completa y localice los sitios 


иеп. 


los visto cómo el polimorfismo genético en el МНС 
jite que las proteinas del MHC sean capaces de unir 
elevado número de antígenos diferentes (vérse Sección 
13). En el МНС, un gen codifica una proteína que une de- 
¡nados péptidos antigénicos. Siguiendo esta argu- 
tación, si un linfocito B produce una Ig, un gen debería 
ificar la cadena ligera y otro la pesada. Sin embargo, 
по ез el caso, уа que los anticuerpos han de reconocer 


mir específicamente una variedad casi infinita de es- 
шга moleculares a partir de un número limitado de 
‚рог tanto, debe emplearse otra estrategia generado- 
de diversidad. 


inte el desarrollo de los linfocitos B, una única cadena 
û pesada es codificada por diferentes genes los cuales 
йлап una compleja serie de reagrupamientos (re- 


combinación seguida por delección de las secuencias invo- 
lucradas). Esta estrategia de reagrupamientos génicos es 
mucho más eficiente para las Igs (y los TCRs) que la estra- 
tegia «un gen una proteína» seguida por las proteínas del 
МИС y la mayoría de las proteinas. Los reagrupamientos 
gênicos permiten la formación de una variedad de anti- 
cuerpos prácticamente ilimitada a partir de apenas 400 ge- 
nes diferentes. Estudios moleculares apoyan la hipótesis de 
»genes en fragmentos» demostrando que los genes que co- 
difican las regiones V, D, у С se encuentran separados еп 
el genoma, pero son reconstruidos para formar una Ig ma- 
dura a lo largo del desarrollo del línfocito B (Figura 23.5). 
En la cadena pesada, el gen У codifica las regiones CDRI y 
CDR2, mientras que la región CDRS es codificada por un 
mosaico entre el extremo 3' del gen V, seguido por la se- 
cuencia completa de los genes D у]. Por último, el dominio 
constante, que determina la clase de la Ig, es codificado por 
el gen С. Por tanto, cuatro genes diferentes V, D, J y С se 
recombinan para formar una cadena pesada funcional, De 
manera similar, las cadenas ligeras son codificadas por la re- 
combinación de los genes de la cadena ligera V, J y С. 
Cada linfocito que se desarrolla en la médula ósea а par- 
tir de una célula madre hematopoyética dispone de los ge- 
nes requeridos para formar todas las Igs. Como se muestra 
en la Figura 23.5, cada célula B dispone, aproximadamente 
Че 150 genes У de la cadena ligera colocados en tandem así 
como 5 genes J; en cuanto a la cadena pesada, dispone do 
200 genes V en tandem, 50 genes D y 4 genes J. Además, па 
hay que olvidar los dominios constantes de las cadenas li- 
gera y pesada (Cı y Си). Los genes V, D] y С están separi- 
dos por regiones no codificantes (intrones) elemento tipico 
de los resgrupamientos génicos en eucariotas (Sección 7.12), 
Durante la maduración de los linfocitos B, se produce una 
recombinación génica singular en cada uno de ellos, se se 
leccionan al azar segmentos V, D y ] que se fusionan gra- 
cias a la intervención de enzimas que eliminan todo el DNA 
no elegido, dando lugar a un gen que codifica una cadena 
pesada activa. El gen resultante (que contiene una secuen- 
cia VD) y el segmento С) se transcribe, el RNA se procesa 
para producir un mRNA maduro que produce las cadenas 
pesada y ligera de las molécula de inmunoglobulina, 


Diversidad somática 

Según lo expuesto hasta este momento, toda la diversidad 
de las Ig ha sido generada como consecuencia de la recom- 
binación de genes ya existentes, Sin embargo, los proce- 
sos somáticos también son importantes a la hora de generar 
diversidad. Los genes de la cadena pesada y ligera expre- 
sados por un determinado linfocito В manifiestan una im- 
portante dependencia del surtido de cadenas ligeras y 
pesadas disponibles. Por ejemplo, basándose en ої núme- 
то de genes del loci de la cadena ligera kappa (к), hay 150V 
х 5] posibles agrupamientos, es decir, 750 posibles cade- 
nas ligeras. En cuanto al Joci de la cadena pesada, hay apro- 
ximadamente 200V х 50D X 4), es decir, 4000 posibles 
cadenas pesadas. Asumiendo que cada cadena pesada о. 
ligera tiene una misma probabilidad de ser expresada, te- 
nemos 750 х 4000, o lo que es lo mismo, 3 000 000 

Мез anticuerpos diferentes que pueden expresarse (Figu 
1235). 


3 Los genes de las inmunoglobulnas están organizados en tandem en tres cromosomas 

diferentes. (а) El complejo de los genes de la cadena pesada (Н) en el cromosoma 14, Las 

cajas rellenas representan los genes que codifican las inmunogiobulnas. Las lineas di 

юм — continuas indican las secuencias que intervienen (no están а escala). (b) El complejo 
kappa (x) de la cadena ligera está en el cromosoma 2. Los genes lambda (A) de la 


(c) Suma de Ay B 


Otro mecanismo de generación somática de diversi- 
dad es el relacionado con la unión del DNA. La unión del 
DNA de las regiones V-D-] o V-] es impreciso y frecuen- 
temente presenta variaciones de algunos nucleótidos en 
el lugar donde se producen las fusiones VDJ (o VJ). Esta 
imprecisión genética es suficiente para producir el cam- 
bio de uno o dos aminoácidos, lo que determina una di- 
versidad aún mayor en el registro de anticuerpos. En cada 
célula B, sin embargo, solamente tiene lugar una única 
reorganización en los genes de la cadena ligera y pesada. 
Este principio de exclusión alélica asegura que cada célula 
В produzca una única Ig. 


Existe otro mecanismo adicional para generar diversi 
en los anticuerpos mediante hipermutación somática de 
células В, los genes de las inmunoglobulinas muestran 
nivel de mutaciones muy superior al del resto de los 

La hipermutación somática de los genes de las Ig es 
cularmente llamativa después de la segunda exposición: 
чп antígeno inmunizante. Como ya hemos visto, una 
gunda exposición a un antígeno produce un cambio en 
clase predominante de anticuerpos producidos, con 
cambio en la producción de IgM a IgG (Sección 22.9). 
más, el fenómeno de cambio de clase va acompañado 
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cuentemente por un aumento de la fuerza de unión entre el 
anticuerpo y el antígeno (afinidad). Esta maduración en la 
afinidad es uno de los factores responsable del dramático 
aumento de intensidad que se produce en la respuesta in- 
munitaria secundaria (Sección 22.9 y Figura 22.19). 

La evidencia experimental del aumento de afinidad de 
los anticuerpos por mutación somática se consiguió mediante 
el estudio de las abismas, anticuerpos que presentan actividad 
enzimática, Las abzimas llevan a cabo reacciones enzimáticas 
en los sustratos que unen, dando lugar a modificaciones co- 
valentes en el sustrato y la formación de un producto. Los 
mecanismos de las abzimas parecen ser idénticos a los me- 
tanismos que presentan las reacciones enzima-sustrato (бес- 
sión 5.5). Desafortunadamente, la mayoría de las abzimas 
tienen una afinidad muy baja por el sustrato, 
una escasa eficiencia en la transformación a 
embargo, cuando un clon de células B productor de abzimas 

reexpuesto a un antígeno (inmunización secundaria) la afi- 
nidad de las abzimas se incrementa dramáticamente (Figura 
236), Después de repetidas inmunizaciones, algunas abzi- 
таз son capaces de unir el sustrato con una afinidad 10 000 
veces superior a la abzima /anticuerpo original. 

Estudios hechos en linfocitos B que evolucionan hacia la 
producción de una abzima mejor, después de una serie de 
inmunizaciones, revelan que mutaciones en los genes de la 
región V, tanto de la cadena ligera como de la pesada, se 


Antigeno v 
Antigeno 


ga clon 1 adicional Ea Фо? 


v g 


Anticuerpo 1, 
Баја afinidad 

(1) La estimulación 
antigėnica de las 
células B origina la 
proliferación cional y 
la producción del 
anticuerpo 1, que se 
une al anticuerpo con 
baja afinidad. 


La inmunización primaria con un antígeno induce la producción de 
con baja afinidad, como los producidos por el clon 1, Inmu- 
Posteriores con el mismo antígeno producen la selección de 

¡mutaciones somáticas del clon 1 que presentan una mayor afinidad 

el antígeno, como осите en el cion 2 Esto parece un fenómeno 


pueden correlacionar con el aumento en la afinidad por el 
sustrato que experimenta el clon final de агіта, Así pues, 
el antígeno actúa como un agente de selección, y casa dosis 
sucesivas de antígeno, e induce mutaciones somáticas que 
producen un sucesivo incremento en la respuesta de las an- 
ticuerpos. Uniendo el fenómeno de mutación somática con 
los demás mecanismos de generación de diversidad, se pue- 
Че concluir que la capacidad de generación de diversidad de 
los anticuerpos de un individuo es casi ilimitada. 


/__23.5 Revisión de conceptos 


La recombinación permite el intercambio de las distintas piezas 
de los genes finales de las inmunoglobulinas. La reorganización 
al azar delos genes de la cadena ligera y pesada maximiza la ge- 
neración de diversidad. Mecanismos somáticos, entre los que 
se incluyen la hipermutación, también contribuyen sustancial- 
mente a la diversidad de las inmunoglobulinas. 


Describa los distintos fenómenos de recombinación que pro- 
duce un gen maduro de la cadena pesada. 

¿Cuántos sitios de unión de inmunoglobulinas posibles pue- 
den producirse? 


IV LOS RECEPTORES 
DE LAS CÉLULAS T 


Los receptores de las células Т о TCRs se encuentran como 
antígenos de superficie en los linfocitos T donde están en- 
cargados de reconocer péptidos antigénicos embebidos o 
presentados por las proteínas del МНС (Sección 22.4), En la 
presente sección vamos a analizar la estructura, la función 
Че unión al antígeno y la organización génica de los ТСК, 


Las proteínas del TCR y la unión 


El TCR es una proteína integral de membrana que se en- 
cuentra exclusivamente en la superficie de los linfocitos Т. El 
TCR está formado por dos polípéptidos, la cadena alfa (а) y 
la cadena (8). La cadena а tiene un peso molecular aproxima- 
Чо de 27 000 y la В en torno a 31 000. El dimero а: del ТСК 
es capaz de unir específicamente péptidos antigénicos que se 
encuentren embebidos (que sean presentados) en las proteí- 
nas del complejo principal de histocompatibilidad (МНС) en 
la superficie de las células presentadoras de antígeno (APCs) 
оеп las células diana (Sección 22.5). Por tanto, el ТСК se une 
tanto al péptido extraño como al МНС propio. Los TCRs llevan а 
cabo esta doble unión a través del denominado sitio de unión, 
рог los dominios V tanto de la cadena а como de 
la В. Al igual que las Г, los dominios V de la cadena a y la 
В del ТСК, contienen los segmentos CDRI, CDR2 y СОЮЗ. 
que son los responsables directos de la unión al antígeno. 
La estructura tridimensional del complejo ТСК: 
MHC se muestra en la Figura 237 Ambos, ТСК y М} 
pen directamente al péptido antigénico. La proteina del 
МНС se une a una cara del péptido, el agrotopo, mientras 
que el TCR interacciona con la otra cara, el ерйоро. Las re- 
giones CDR están directamente involucradas en la unión 
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Péptido antigénico 


histocompatibilidad 


Célula presentadora де antigeno 


ШШЕ E сотр TC -póptido-protalna dol MHC. (a) Estructura tridimensional de cintas donde so muestra а orientación del TOR, 
pêptido (rojo) y ol MHC. Esta estructura proviene de los datos depositados өп el Protein Data Bank. (b) Interpretación de la estructura dol 


plojo МНС-рёріо-ТСЯ. 


del complejo MHC-péptido manifestando, cada una de ellas, 
una función específica en dicha interacción. Las regiones 
CDR, tanto de la cadena a como de la В del TCI 
al epitopo del péptido. Las regiones CDRI y СОЕ? de am- 
bas cadenas contactan con las a-hélices de las proteínas 
МНС responsables de la unión al agrotopo del péptido. 


Y 23.6 Revisión de conceptos eg! 


ELTCR es una proteína que une péptidos antigénicos presenta- 
dos рог las proteínas del MHC. Las regiones СРЕЗ, tanto de la 
cadena а como de la В, son las responsables de la unión al epi- 
topo del péptido, mientras que las regiones CDR1 y CDR? unen 
a la proteína del MHC. 


4 Distingua las funciones de los segmentos СОКІ, CDR2 y 
CDR3 del TCR. 


4 Distingua entre un agrotopo y un epitopo. 


ЕД Senos че! TCR y diversidad 


Сото los genes de las 185,105 dominios constante y variable, 
tanto de la cadena а como de la f del TCR están codificados 
рог distintos genes. Al igual que en las Igs, las regiones V 
del TCR son codificadas por numerosos genes agrupados en 
tandem. Las cadenas а disponen aproximadamente de 80 


genes V y 611 segmentos de unión J, mientras que la ca 
B tiene 50 genes variables (V), 2 genes de diversidad (D) y 1 
segmentos de unión (J) (Figura 23.8). Los genes V, D yJ de 
cadena В y los V y J de la cadena а sufren procesos de 
combinación para dar lugar a los genes de la región V 

cionales. Adicionalmente, se puede generar diversidad ел 
ТСК por un mecanismo conocido como diversidad de la regi 
N que se genera como consecuencia de la adición de entre 
y 6 nucleótidos entre los segmentos V у D y entre los D y 
Además, la región D de la cadena f se puede transcribir 
cualquiera de los tres marcos de lectura posibles dando li 
gar a tres transcritos diferentes а partir de cada gen de 
región D dando lugar, por tanto, a una diversidad mı 
mayor a la esperada a partir de los dos genes de segment 
D. Como ya discutimos en los reagrupamientos de las с 
nas pesadas y ligeras de las Ig, cada clon de linfocitos Т. 
duce al azar cadenas а y cadenas f individuales que se 
рага dar lugar al heterodímero «rf. Gracias a todos estos: 
todos de creación de diversidad, el número potencial de 
tintos TCRs es enorme, probablemente del orden de 10%. 


/__23.7 Revisión de conceptos 


El dominio V de la cadena f del TCR está codificado por los 
nes de los segmentos V, D y J. El dominio У de la cadena а 
ТСК está codificado por genes de los segmentos V y J. La 
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IE Crganizacion de los genes hu- 
manos de las cadenas a y f del TCR. Los genes 
dela cadena а están en el cromosoma 14 y los de 
1а cadena В en el cromosoma б. El signo // indi- 
са que en esa zona hay ип fragmento grande de 
ОМА que no codifica genes de la cadena а о $ 


ог эрит ор 
тт 


versidad generada por recombinación, reagrupamiento de los 
productos génicos, posibilidad de transcripción de los segmen- 
los Den los tres posibles marcos de lectura, yla adición al azar 
de N-nucleótidos asegura una cantidad ilimitada de posibili- 
dades de diferentes ТСЕ». 


4 Explique las contribuciones a la diversidad de la lectura de 
la región D en los tres diferentes marcos de lectura, 


У Explique las contribuciones a la diversidad del TCR de las 
adiciones a las regiones N. 


V SEÑALES MOLECULARES 
E INMUNIDAD 


Hasta el momento, en el presento capítulo, hemos explora- 
do los detalles de los genes y las proteínas involucrados en 
el reconocimiento de antígenos. El reconocimiento del аг 
депо es la primera señal y el proceso más importante en la 
activación específica de los linfocitos B y T, pero otras se- 
ales moleculares han de ser transmitidas a los linfocitos 
Antes de que éstos sean capaces de producir una reacción 
apropiada frente al antígeng. En el presente apartado exa- 
minaremos algunos de los mecanismos moleculares que 
tontrolan la activación de la respuesta inmunitaria. En un 
rimer momento examinaremos los mecanismos que d 
inan que las células reaccionen contra antígenos extra- 
бее e ignoren las proteínas propias. Después, analizaremos 
las señales moleculares secundarias responsables de activar 
û los linfocitos Т. Por último, hablaremos sobre citocinas y 
inioquinas, moléculas solubles capaces de activar células 
itro de una respuesta inmunitaria. 


En Selección clonal y tolerancia 


ема sección examinaremos el mecanismo de selección de 
Маз células Т para desarrollar una respuesta inmunitaria 
уа. Los linfocitos Т deben aprender a discriminar en- 
treantígenos peligrosos extraños (no propios) y antígenos inocuos 
vpios que componen nuestros tejidos corporales. Así pues, 
linfocitos Т deben desarrollar tolerancia o ausencia de 
uesta frente a los antígenos propios. El hecho de que 
festemos tolerancia ante lo propio, implica que selec- 
ов las células inmunitarias que interaccionan exclu- 

rente con los antígenos peligrosos no propios. 


Selección clonal 

La hipótesis de la selección clonal, que intenta explicar el 
е basa en que cada linfocito В 
le superficie específico para un 
único antígeno. Cuando un linfocito es estimulado por la 
interacción соп el antígeno se desarrolla y diferencia pro- 
duciendo, como resultado, un conjunto de células que ex- 
presan en superficie un receptor con la misma especificidad 
porel antigeno. Estas copias de la célula original que inter- 
accionó con el antigeno se conocen como clones (Figura 
23.9). Las células que no han interaccionado con el antige- 
по no son capaces de proliferar, 

Para responder a la casi infinita variedad de antígenos, 
el cuerpo necesita generar una inmensa variedad de célu- 
las reactivas frente a ellos, cada una de las cuales a de ser 
capaz de proliferar en respuesta a la presencia del antígeno, 
Sin embargo, estas células reactivas frente a la presencia de 
antígenos no deben producir reacciones inmunitarias fren- 
te alos antígenos propios del huésped: Para poder cumplir 
estos dos requisitos, el sistema inmunitario está progra- 
mado para seleccionar aquellos clones útiles frente a antí- 
genos extraños y eliminar o suprimir aquellos otros clones 
reactivos frente a los antígenos propios. 


Selección de los linfocitos Т y tolerancia 

Las células T sufren selección а favor de aquellas células reac- 
tivas frente a un antígeno y selección contra los clones que 
reaccionan con los propios antígenos. La selección contra 
los clones autorreactivos tiene como resultado la tolerancia, 
о ausencia específica de respuesta inmunitaria. Previamente 
hemos discutido como los fallos en la tolerancia desenca- 
denan fenómenos de autoínmunidad (Sección 2213). 

La selección de los línfocitos T tiene lugar en el timo, 
órgano linfoide primario que desempeña un papel central 
еп el desarrollo de los linfocitos Т (Figura 222). 

Los linfocitos inmaduros abandonan la médula ósea y 
llegan al timo a través de los conductos linfáticos (Figura 
23.10). En una primera fase de maduración de los linfocitos 
T en el timo, conocida como selección positiva, las células 
Т inmaduras interaccionan соп el epitelio tímico a través 
де su recién desarrollado ТСК uniéndose а la las proteínas 
del complejo principal de histocompatibilidad (МНС), Las 
células Т que no unen a las proteínas del МНС sufren tana 
muerte programada (apoptosis); por el contrario, las célu- 
las T que unen las proteínas del МНС tímico continúan cre 
ciendo. Por tanto, la selección positiva retiene las células Т 
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Interacción con células 


Selección cional, Células В individuales, especificas 
рага un único antigeno, después de su interacción con éste, proliferan 
y se expanden para formar un clon. El antigeno especifico funciona. 
Сото al agente selector, dirigiendo la selección y, por tanto, la proita- 
ración de una célula B especifica frente a ese antígeno. Las copias ció- 
nicas dela célula reactiva frente al antigeno disponen de un receptor de 
superficie de una célula B con idéntica especificidad por el antigeno. La- 
exposición continuada al antígeno da como resultado la continua ex- 
pansión del clon, Situación análoga es manifestada por los Infocitos Т. 


que reconocen las proteínas del МНС propio y elimina (de- 
lecciona) las que no lo reconocen. 

La segunda fase de la maduración de los linfocitos T se 
conoce como selección negativa. Después de haber sufrido 
1а selección positiva, las células que la han superado son 


expuestas a las proteínas del МНС tímico, pero ahora están 
acomplejadas con antígenos (Sección 22.5). Los antígenos 
del timo son de origen propio, Las células T que reaccio- 
тап con los antígenos propios del timo son potencialmen- 
te peligrosas porque pueden producir la eliminación de los 
tejidos propios (autoinmunidad). Por tanto, esas células Т 
autorreactivas deben ser eliminadas, Las células T autorre- 
activas se unen muy fuertemente al timo y eventualmente 
mueren. Sin embargo, las células Т que no reaccionan con 
los antígenos propios no se unen tan fuertemente, presu- 
miblemente porque los antígenos extraños no están en el 
timo. Estas células Т по mueren, abandonan el timo y mi- 
gran al bazo у nódulos linfáticos donde pueden entrar en 
contacto con los antígenos extraños presentados por los lin- 
focitos В u otras células presentadoras de antígeno. 

Este mecanismo en dos fases para seleccionar los linfo- 
citos T reactivos frente a antígenos extraños y que a la vez 
induce tolerancia se conoce como delección clonal; los pre- 
cursores de linfocitos Т que son inútiles o peligrosos mue- 
теп y más del 99% de las células Т que entran en el timo y 
sufren la selección clonal no sobreviven 

Las células T que sobreviven a la selección positiva y 
negativa abandonan el timo, viajan a los órganos linfoides 
secundarios y allí pueden participar en la respuesta inmu- 
nitaria frente a los antígenos extraños. 


Tolerancia de los linfocitos В 

La adquisición de la tolerancia inmunitaria por parte de las 
células B también es necesaria porque los anticuerpos pro- 
ducidos por células В autorreactivas (autoanticuerpos) pue- 
den dañar los tejidos del huésped (Sección 22.13). Las 
células В también sufren delección clonal, Muchas células 
В autorreactivas son eliminadas durante su desarrollo en. 
la médula ósea, el órgano linfoide primario responsable del 
desarrollo de las células В en humanos (Sección 22.1), Ade- 
más, la anergia clonal (ausencia de respuesta) también dese 
arrolla un papel; células inmaduras que son autorreactivas 
nose desarrollan, incluso cuando son expuestas a altas con- 
centraciones de autoantígenos en la médula ósea. Estos an- 
tígenos pueden ocupar los sitios reactivos de las Ig de 
superficie del linfocito B, pero la activación de los linfocitos 
Bes dependiente de la «ayuda» por parte de los linfocitos. 
Т, como veremos más adelante (Sección 23.10). Si по hay 
células T disponibles reactivas frente al antígeno, ya que 
han sido eliminadas durante la selección de los linfocitos Т, 
las células B permanecen en un estado constante de anergia. 


£ 23.8 Revisión de conceptos 


El timo es el órgano linfoide primario que proporciona un am- 
biente apropiado para la maduración de los linfocitos Т. Las cé- 
lulas Т inmaduras que no interaccionan con las proteínas del 
МНС (selección positiva) o reaccionan fuertemente con antige 
nos propios (selección negativa) son eliminados por delección 
cional en el timo. Las células T que sobreviven a la selección 
sitiva y negativa abandonan el timo y pueden participar en 
respuesta inmunitaria efectiva, Las células В también sufren. 
lección clonal y selección. 


4 Dé un ejemplo de una proteína propia frente a la cual 
ез tolerante y otra proteína humana frente a la que no о 


Y Distinga entre selección positiva y negativa de las células! 


239 m SEÑAL: 


¡CUNDARIAS а 791 


Células pre-T procedentes 
де la médula ósea 


O Losreceptores de la célula T 
(TORS еп azul se generan 
өп las células Т del timo 


Selección positiva: 
Las células T interaccionan 
соп proteínas МНС (en rojo) 
өп el timo, se dividen y prollleran 


Las células que no interaccionan 
соп proteinas МНС dejan de 
proliferar y teminan muriendo. 


Selección negativa: 
Las células Т que interaccionan 
con antígenos propios (marrón) 

y МНС son eliminadas. Las células. 
Que no interaccionan con antígenos 
propios siguen proliferando. 


Perera; Las células Т que pueden 
interaccionar con antígenos extraños, 
abandonan ві timo y vuelven а entrar 
өп a circulación linfática. 


Hacia los ganglios intaticos 


EJ Sotección de las cêlulas Т y delección clonal. Los inlocitos Т sufren una selección por pasos en el timo, (Т) Células pre-T en- 


fran en el timo y expresan el receptor de célula Т (TCAs). ©) Las células Т se seleccionan por su capacidad de unirse a las proteínas del МНС del 
limo. Las células que no se unen al final mueren, proceso conocido como selección positiva. E) Algunas de las células Т seleccionadas positi- 
vamente pueden interaccionar con antígenos propios en el timo, Las células que manifiestan esta interacción con autoantígenos son deleccio- 
idas en el timo, un proceso llamado selección negativa. С) Las сёМлав Т que sobreviven a la selección positiva y negativa abandonan el timo. 
Los TORS de las células seleccionadas son capaces de interaccionar con antígenos extraños fuera del timo. 


Las células T seleccionadas en el timo por ser capaces de 
reaccionar frente a antígenos extraños potencialmente pe- 
ligrosos son también seleccionadas por su ausencia de res- 


puesta frente а los antígenos propios; las células Т que 
reaccionan con antígenos propios son deleccionadas en el 
timo Sin embargo, una gran cantidad de antígenos propios 
no se expresan en el timo. Por este motivo, clones de célu- 
las T autorreactivas pueden escapar de la delección clonal, 


pero pueden no responder frente a los antígenos propios 
debido a interacciones en los órganos linfoides secunda- 
rios. La clave de la ausencia de respuesta de estos clones 
autorreactivos o lo que es lo mismo, anergia clonal, la en- 
contramos en el mecanismo de activación de las células Т. 


Señales secundarias y activación de células T 
Cuando una célula Т madura abandona el timo, se dirige a 
los órganos linfoides secundarios (nódulos linfáticos, bazo 
y tejido linfoide asociado a mucosas también conocido como 
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MALT) donde se instauran, Estas células Т no han sido nun- 
са expuestas a antígeno y, por tanto, se denominan naíve о 
по comprometidas. Las células T naive deben ser activadas 
por células presentadoras de antígeno (APCs) (Sección 22.5) 
antes de ser totalmente competentes como células efectoras. 

El primer paso еп la activación de una célula Т лайте es 
la unión del TCR al complejo MHC-péptido en la APC (Fi- 
gura 23.11). Ésta es la señal 1, la cual es absolutamente esen- 
cial para la activación, sin la señal 1, una célula T no puede 
ser activada. 

El paso siguiente en la activación de la célula T necesi- 
ta la activación de otras dos proteínas, una localizada en la 
APC y llamada By, y otra que se encuentra sólo en las célu- 
las Т, llamada CD28. La interacción y unión de B7 a CD28 


No actuación 
Sanal Sin función 
efector 
© o 


Para activar intocitos T naive son necesarias la señal 
1 y la señal 2 (а) Una célula Т. naive interacciona via su TCA con el 
complejo MHC:péptido de APC. Esta es la señal 1. La célula T, ade- 
mås tiene una proteína lamada CD28 capaz de interaccionar con la 
proteína B7 de la APC. Esta es la señal 2. La interacción simultanea de 
la célula Т, y la АРС Ма señal 1 y señal 2 activa a la célula Т naive. (0) 
esta cálula Т, permanentemente activada es capaz de eliminar a las. 
células diana únicamente recibiendo la señal 1. (с) Una oélula T, naive 
interacciona a través de su TCR con el complejo MHC:péptido de cual- 
quier célula. Aunque exista señal 1 (nteracción del TCR con el complejo 
MHC:péptido) la señal 2 no puede ser generada porque Unicamente. 
las APC disponen de la proteina B7. (d) En ausencia de la señal 2. la 
célula Т. naive sufre un proceso de anergia permanente. 


es la señal 2 y activa a la célula Т. En ausencia de la señal 2, 
la célula Т no puede ser activada (Figura 23.11). La célula T 
activada, se convierte en una célula efectora. Una célula Te 
activada puede matar cualquier célula diana que muestre 
el antígeno, incluso aunque dicha célula diana no dispon- 
ва de CD28. Células efectoras activadas solamente necesi- 
tan la señal 1 (péptido-MHC) para estimular su actividad 
efectora (Figura 23.11). 

El requerimiento de una segunda señal de activación 
tiene importantes implicaciones en los procesos de esta- 
blecimiento y mantenimiento de la anergia clonal. Por ejem- 
plo, una célula Т naine que reconoce un antígeno propio de 
forma independiente a la APC, sólo recibirá la señal 1, ya 
que sólo las APCS tienen la proteína B7 necesaria para la 
señal 2. Еп ausencia de la señal 2, este linfocito Te sufre un 
proceso de anergia y no puede ser activado (Figura 23.11), 
Así pues, la segunda señal dada por la interacción B7:CD28 
ез un requerimiento absoluto para la activación; ausencia de 
señal 2 en presencia de señal 1 induce anergia permanente. 

Una segunda señal diferente y unos efectores inmuni- 
tarios distintos son empleados en la activación de los lin- 
focitos B, como veremos en la siguiente sección. 


/__ 23.9 Revisión de conceptos 


La mayoría de las células Т autorreactivas son deleccionadas 
durante el desarrollo y la maduración en el timo. Las células Т. 
naive son activadas en los organos linfoides secundarios, pri- 
mero por la unión al MHC:péptido mediante el TCR (señal 1), 
seguido por la unión de la proteína B7 del APC a la proteína 
CD28 del linfocito Т (señal 2). Celulas Т naive autorreactivas su- 
fren un proceso de anergia en los órganos linfoides secundarios 
si reciben la señal 1 en ausencia de la señal 2. 


4 Defina las señales 1 y 2 de una célula T naive. 
Y Identifique la señal/señales necesarias para inducir la fun- 
ción efectora de una célula T activada. 


ЕЖП citoquinas y quimioquinas 


Para que las células del sistema inmunitario se activen han 
de comunicarse entre ellas y una segunda forma general 
de activación es а través de las proteínas solubles denomi- 
nadas citoquinas. Las citoquinas son un conjunto de pro- 
teínas solubles, producidas por los leucocitos y encargadas 
Че regular la actividad de las células. Las citoquínas pro- 
ducidas por los linfocitos se las conoce como linfocínas. En 
general, las citoquinas son secretadas por una célula y se 
unen a los receptores específicos en una célula diana. Al- 
gunas citoquinas se unen a receptores en la propia célula 
que las ha producido; por esta razón, estas citoquinas tie- 
nen funciones qutocrinas (autoestimuladoras). Los recepto- 
res de citoquinas son responsables de la transducción de 
señales (Sección 8.10). Los receptores de citoquinas, cuan- 
до unen la citoquina, dirigen la señal hacia el interior celu- 
lar y modulan actividades tales como síntesis de proteínas 
о división celular, Estas señales pueden, como último re- 
sultado, dar lugar a crecimiento celular, diferenciación y 
proliferación clonal. 


23.10 # CITOQUIMAS Y QUIMIOQUIMAS = 793 


пл“ Monocitos Tu Activación 
1L2 Células T activadas Células T Crecimiento, diferenciación 
из Células madre hematopoyéticas Factor de crecimiento 
L4 Células B Sintesis de IgG e IgE 
1L5 Células В Sintesis de IgA 
mao Tal Inhibición Tyl 
112 Tal Diterenciación, activación 
MN Células normales Antiviral 
1чу Activación 
GMCSI Células madre mieloides. Diferenciación a granulocitos, 
monocitos 

TGF“ Inhibición de la activación 
INF Activación 
ТМРА Activación 
пв Neutrófilos, células T Atractor y activador 

y queratinocitos 
mer Macrófagos, fibroblastos Macrófagos, células T Atractor y activador 


y queratinocitos 


эй, inerieucina; 
do naeran tu 


PN, ишенип, СМ-СӘР, factor де estimulación de colonias de granular у тымы, TGF, tachor de crecimiento de йш 1 TNF, е 
ч. МСТ. proteina quimiostrayene de macrófagos 


Dentro de las citoquinas, hay un grupo que se denomi- 
na interleuquinas (IL) debido a que son moléculas que me- 
dian interacciones entre leucocitos. En la Tabla 23.1, se 
detallan algunas de las más importante citoquinas, las cé 
lulas que las producen, las células diana y el efecto biológico 
que determinan. Existen alrededor de 40 citoquinas dife- 
entes en total, la mayoría producidas рог linfocitos T co- 
"aboradores o monocitos y macrófagos, Vamos a examinar 
а acción de tres citoquinas involucradas en la inducción 
де una respuesta inmunitaria mediada por la producción de 
un anticuerpo específico frente a un antígeno. 


1, IL-2 e IL-4 
10 ya hemos visto, los macrófagos son responsables de 
toma, procesamiento y presentación del antígeno (Sec- 
dûn 22.5). Además, los macrófagos secretan una potente ci- 
juina IL-1 con efectos sobre distintos tipos celulares 
йа 23.1 y Figura 23.12). IL-1 es un componente clave de 
respuesta inmunitaria porque es responsable de la acti- 
ión de las células Ty. Dada la proximidad de macrófa- 
y linfocitos Ти, principalmente Т2, en los nódulos 
ticos, les hace ser candidatos para la activación por IL- 
запо IL-1 se une a sus receptores (IL-1R) en los linfo- 
Tu2, produce la activación de éstos, los cuales, en 
йа, producen IL-2 que es secretado y se une a su re- 
tor IL-2R que se encuentra en los propios linfocitos Ty2 
pues, IL-2 es autocrino). IL-2 puede activar a la propia 
¡la que lo produce, dividiéndose y generando copias 
les de estos linfocitos. Durante este proceso, la célula 
también produce otras citoquinas, tal es el caso de IL- 
que se une a TL-R en la superficie de los linfocitos B. El 


“Algunos de los efectos más importantes e interac- 


lejo IL-4:1L-4R estimula a las células В a diferenciarse 
¡Células plasmáticas, su función última es la de producir 


¡iones de las citoquinas IL-1, IL-2 е IL-4 en la respuesta de producción 
де anticuerpos. 
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anticuerpos (Sección 22.9). Por tanto, las citoquinas IL-1, 
IL-2 e IL-4 son mediadores solubles encargados de activar 
macrófagos, linfocitos Т y células В, los tipos celulares en- 
cargados de desarrollar la respuesta inmunitaria dirigida 
a la generación de anticuerpos. 


Otras inas 

La Tabla 23.1 muestra la acción de diversas citoquinas. Mu- 
chas de estas proteínas modulan a células involucradas en 
la inmunidad específica. Por ejemplo, IL-4 actúa primaria- 
mente sobre los linfocitos В. Sin embargo, algunas citoqui- 
nas no afectan а los linfocitos Т o В pero sí a otro tipo de 
células. Estas células activadas por las citoquinas median 
respuestas inespecíficas muy importantes en el huésped. 
Tal es el caso de los interferones, (IFN-y e IFN-a) produci- 
dos por los linfocitos y que inhiben la replicación viral y 
por ende, de prácticamente cualquier célula del cuerpo. Los 
factores de necrosis tumoral (TNF-a y TNF-8) son capaces 
de destruir gran variedad de tumores, en el caso de que las 
células que los producen tengan acceso а esos tumores. In- 
terferones y TNFs parecen no tener especificidad por las 
células diana, pero son producidos por los linfocitos T y 
amplifican los efectos de las células inmunitarias. 

Las citoquinas son importantes mediadores en una gran 
variedad de funciones inmunológicas. Unas poseen una am- 
plia actividad, que interaccionan con gran cantidad de ti- 
Fede cua normales, Е rasgo crctrínico de este grupo 
heterogéneo de proteínas es que todas ellas son producidas 
por leucocitos. 


Quimioquinas 
Las quimioquinas son un grupo de proteínas pequeñas 
que funcionan como quimio-atrayentes para células fago- 
cíticas y linfocitos T. Son producidas por linfocitos y otra 
amplia gama de tipos celulares en respuesta a la presencia 
de productos bacterianos, virus y otros agentes capaces de 
causar daño en las células del hı . Las quimioquinas 
atraen a los linfocitos Т у alos fagocitos al sitio donde se 
está produciendo el daño, estimulando la respuesta infla- 
matoría y la respuesta inmune específica. 

Se conocen en torno a 40 quimioquinas. Tal vez la más 
conocida es la interleucina-8 (IL-8) y la proteína quimioatra- 


tte de macrófagos 1 (МРС-1) (Tabla 23.1). IL-8 es producida 
orga número de tipos celulares incluyendo она 
macrófagos, fibloglastos (células del tejido conectivo) que- 
ratinocilos (células de la piel) en respuesta a daños en los 
tejidos o contacto con patógenos. La IL-8 es secretada por 
las células dañadas y se une a las células del tejido colin- 
dante donde actúa como quimioatrayente para células T y 
neutrófilos (Sección 22.1), que da lugar a una respuesta іп- 
famatoria mediada por neutrófilos seguida de una res- 
puesta inmunitaria específica determinada por las células 
T atraídas. Como en el caso de los receptores de las citoqui- 
nas, los receptores de las quimioquinas en las células diana 
actúan a través de rutas de parer mre de señales (Sección 
89) induciendo la activación de los fagocitos diana o de las 
células Т. 

MPC-1 también es producido por una importante va- 
riedad de células y atrae macrófagos y células T, de nuevo, 
estimulando la producción de una respuesta inflamatoria y 
organizando una respuesta inmunitaria específica. Аз pues, 

quimioquinas son potentes iniciadores de reacciones in- 
flamatorias que determinan el reclutamiento de células T y, 
рог tanto, de una respuesta inmunitaria específica. 


/__ 23.10 Revisión de conceptos 


Las citoquinas son mediadores solubles producidos por los leu- 
cocitos encargados de regular las interacciones entre células. 
Diferentes citoquinas сото ILO-1, IL-2 y ПА afectan a los leu- 
cocitos y son componentes críticos en la generación de una res- 
Puesta inmunitaria específica. Otras citoquinas, tales como IFN 
y TNF, afectan а una amplia variedad de células, Las quimio- 
quinas son producidas por una gran variedad de células en 
respuesta a daños y son potentes atrayentes de células infla- 
matorias y de linfocitos T. 
Y Compare las células diana de IL-1, IL-4, IL12, IFNy y TNE- 
y ¿En qué se diferencian las citoquinas y las quimioquinas 
respecto a las células que las producen? ¿Y respecto a las 
células diana? 
4 ¿Qué procesos son estimulados por la producción de cito- 
quinas? ¿Qué procesos son estimulados por la producción 
de quimioquinas? 


'ACICIOS. 


Preguntas de repaso 


1. Defina los criterios empleados para asignar un gen, о 
la proteína que codifica, а la superfamilia de los genes 
delas Igs. 

2. Identifique los motivos estructurales más iı 
de las proteínas del МНС de clase I y clase IL. 

3. El polimorfismo implica que cada proteína del MHC 
зе una a un motivo peptídico diferente. En el caso del 
polimorfismo del HLA de clase 1, ¿cuántas proteínas 
distintas pueden ser expresadas por un mismo indi- 
viduo? ¿Y por la población humana entera? 

4. ¿Qué cadenas de las 1р se usan para construir el sitio 
de unión al péptido? ¿Qué dominios?¿Qué CDRs? 

5. Calcule el número total de dominios Уу y У, que se 
pueden construir a partir de los genes de Igs disponi- 
bles. ¿Cuantas [gs completas pueden producirse como. 
resultado del reagrupamiento de todas las cadenas pe- 
sacas y ligeras posibles? 


Ejercicios prácticos 


6. Describa la interacción entre el TCR y el complejo en- 
tre el МНС y el péptido antigénico, Identifica la fun- 
ción de los CDRs en el ТСК. 

7. La diversidad del ТСК, al igual que las Igs, se puede 
generar por recombinación y por reagrupación, Sin 
embargo, la diversidad adicional se puede generar por 
la adición de nucleótidos en la región N y por la lectura 
de los segmentos D (diversidad) en los tres distintos 
marcos de lectura. Explique como funcionan estos me- 
canismos de generación de diversidad. 

8. Explique la selección positiva y negation de las células Т. 

9. ¿Qué interacciones moleculares son necesarias para la 
activación de linfocitos Т naive? ¿y para la activación 
de células efectoras? 

10. ¿Cuáles son los principales efectos de las citoquinas y 
las quimioquinas? ¿cuáles son las principales diferen- 
cias entre ellas? 


1. Construya una tabla en la que aparezcan los elemen- 
tos comunes de las proteínas codificadas por los ge- 
nes miembros de la superfamilia de las Їх. Identifique 
los componentes estructurales que se ajustan a esos 
elementos comunes dentro de las Igs, ТСЕ» y protei- 
nas del MHC. 

2. ¿Cuál es la ventaja potencial de disponer de distintos 
Sitios de unión para proteínas de clase 1 y clase 117 Pis- 
ta: téngase en cuenta la fuente de la que provienen los 
péptidos antigénicos que se unen a cada proteína. 

3. El polimorfismo implica gue cada proteína del МНС 
зе une a un motivo peptídico distinto, Sin embargo, 
еп el caso de las proteínas de clase 1, un individuo pue- 
de reconocer solamente seis tipos de motivos, mien- 
tras que la población humana entera puede llegar 
hasta 350 motivos. ¿Qué ventajas tiene este fenómeno 
para la población? ¿Y рага el individuo? ™ 

4. ¿Cuáles son las contribuciones de cada CDR a los do- 
minios variables de las [gs? ¿Qué relación tienen con 
los sitios de unión? 

5. Los fenómenos de recombinación son importantes. 
para generar la diversidad en el sitio de unión al anti- 
eno de las Igs. Sin embargo, los fenómenos somáticos 
son procesos más importantes aun, en cuanto ala pro- 


ducción de diversidad de estas proteínas. ¿Está de 
acuerdo о no con esta afirmación? Explíquelo, 

6. ¿Por qué tanto el ТСК como las proteínas del МНС 
deben reconocer componentes del mismo antígeno? 
¿Pueden reconocer los TCRs antígenos en ausencia de 
Jas proteínas del МНС? 

7. Los genes del TCR disponen de una capacidad para 
producir diversidad en el repertorio de sitios de unión 
del antígeno, incluso mayor que los genes de las Igs. 
¿Qué ventajas proporciona este fenómeno para el sis- 
tema inmunitario? 

8, ¿Qué le pasaría al repertorio de linfocitos T en ausen- 
cia de selección positiva? ¿Y en el caso de ausencia de 
selección negativa? 

9. ¿Cuál seria el resultado de la activación de todas las cé- 
lulas Т periféricas que interaccionan con antígeno? 
¿Cómo ayuda a evitar esto el sistema de la segunda 
señal? 


10, Pronostique cómo sería la inmunitaria de- 
bida a la señal 1 y 2 en ausencia de IL-1, IL-2 o IL-4. 
Haga la misma predicción pero en ausencia de recep- 
tores de IL-2 en las células T o de receptores de IL-4 
en las células В. 


a microbiología clínica se basa en la realización de un número de test y 
jar e Identificar los patógenos. Aquí mostramos el 

metileno (EMB), que per 
mile el crecimiento de un cierto número de bacterias (Gram negativas) y que tam 


procedimientos para. 
media selectivo y diferencial agar аты! de ros 


bién permite distinguir los nrganismos patógenos de los no patógenos aislados del 


tracto digontivo, urinario y otros sitios. La Identificación microbiana n 


siempre del aislamiento y el crecimiento del patógeno. Los métodos inmaunoló- 


icon y 


de biología molecular pueden permitir realizar la ident 


y esto permite que el tratamiento se real 
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241 Ajslamientó de раб 


24.3 › Cultivos de peba а, 


1 MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DEPENDIENTES 
DEL CULTIVO 


nos de muestras 


242 мабод identificación dependientes 


de cultivo 
sibilidad 


antibiótica 


244 Seguridad enel Taboratorió elíñico 


Il INMNUNOLOGÍA Y MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO 
CLÍNICO 


modiagnóstico para enfermedades 
reiosas 

244 Anticuerpos policlonales y monoclonales 

7 Reacciones antigenoanticuerpo үл vitro 
serología 


248 Aglutinación 
249 Microscopía hamunoclectrónica 
2410 Anticuerpos fluorescentes 

2411 Enzimoinmunoanáli 


y radicinmunoanálisia 


24.12 Técnicas de inmunotransterencia 


Il MÉTODOS MOLECULARES Y VISUALES 
EN EL DIAGNÓSTICO 

de ácidos nucleicos 

ogha diagnóstica 


28. 
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Aglutinación reacción entre un anticuerpo y 
un antígeno unido a una partícula, que da 
lugar а un agregado de partículas visible 

Antiblograma revisión de la sensibilidad 
Че ls antibióticos en uso de aislados cli- 
nicos 

Anticuerpo fluorescente moxiiicación c> 
valente де una molécula de anticuerpo con 
un colorante fluorescente, de tal manera 
que el colorante hace visible el anticuerpo 
bajo la luz fluorescente 

Anticuerpo monoclonal anticuerpo hecho 
por una sola célula B 

Anticuerpo pollelonal anticuerpo hecho 
por muchas cólulas В 

Bacteriemia presencia de bacterias en la sant 


ES 

¡Carga vírica número de genomas víricos en 
un tejido de paciente 

Cultivo de enriquecimiento meus sele 
Чо e incubactones adecuadas рага aislar 


ELISA enzimoinmuncanálisas 

Especificidad habilidad de un anticuerpo 
para reaccionar con un solo antígeno. 

Inmunotransterencia (western blotting) 
electroforesis de proteínas seguida de 
transferencia a una membrana y detección 
mediante adición de anticuerpos especi- 
ficos. 

Medio diferencial medio que permite la 
identificación de microorganismos basa- 
dos en su apariencia 

Medio enriquecido medio que permite el 
crecimiento de microorganismos porque 
tiene añadidos factores de crecimiento. 

Medio para propósito general mal qv 
soporta el crecimiento de la mayoría de ae- 
róbicos y anseróbicos falcultativos 

Medio selectivo melis que permite el cre 
cimiento de unos organismos retrasando. 
el crecimiento de otros, debido a que tiene 
un componente añadido 


Precipitación reacción entre un anticuer- 
ро y tn antígeno soluble que da lugar a un 
complejo visible e insoluble 

МА radioiomunoanálisis 

Sensibilidad la más pequeña cantidad de an- 
tígeno que puede ser detectada 

Зерісетіа infección de la sangre 

Serología estudio de las reacciones antige 
noanticuerpo т miro 

Sonda de ácido nueleleo en microbiolo- 
gia clínica, un oligonucleótido corto y de 
secuencia única que se emplea como sonda 
de hibridación para la identificación de pa 
"ети (сказе Capítulo 6 para su empleo. 
generalizado) 

Titulo en un contexto inmunológica 


canti 
dad de anticuerpo presente en una solu- 
ción 


microorganismos de muestras naturales 


a actividad más importante del microbiólogo clí- 
único es el aislamiento e identificación de agentes 
infecciosos. Esta área principal de la microbiología se 
denomina microbiología clínica o diagnóstica. Cada vez 
resulta más patente la transcendencia que tiene la iden- 
tificación exacta del patógeno, que se hace en 48 horas. 
Recientes avances han permitido identificar los pató- 
Белов en minutos. Los métodos diagnósticos que se ba- 
вап en procedimientos inmunológicos y de biología 
molecular permiten identificar muchos patógenos sin 
tener que recurrir a su cultivo; lo que resulta especial- 
mente importante para el diagnóstico de infecciones 
Рог virus y protozoos, enfermedades que son difíciles 
Че identificar dada la dificultad que existe para cultivar 
el agente. 


1 MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO 
DEPENDIENTES DEL CULTIVO 


¡quí discutiremos el aislamineto y cultivo del patógeno a 
del tejido. Los métodos dependientes del crecimien- 
(охоп importantes para el diagnóstico clínico. 


Е: оно 
de muestras clínicas 


Tras un examen clínico del enfermo, el facultativo puede sos- 
pechar ya si se trata de una infección. Se recogen muestras 
delos tejidos o fluidos infectados para análisis microbiológi- 
co, inmunológico y de biología molecular (Figura 24.1). Según 
el tipo de infección, los materiales que deben recogerse in- 
шўеп sangre, ocina, heces, esputo, líquido cefalorraguidèo 
ıo pus. Se puede pasar una torunda estéril por el área infectada 
(Figura 242), a continuación, con la torunda se hace una siem- 
bra en estrías sobre una placa de agar o se coloca directa- 
mente en un medio de cultivo líquido. En algunos casos, pue- 
de obtenerse asépticamente pequeñas muestras de tejido vivo 
(biopsia) para su posterior cultivo, La Tabla 24.1 resume las 
recomendaciones actuales relativas al cultivo de microorga- 
nismos aislados a partir de muestras clínicas características. 
Para aislar organismos de importancia clínica y hacer un 
diagnóstico correcto, es necesario poner un especial cuidado 
ala hora de obtener muestras clínicas. El facultativo debe cer- 
ciorarse de que la muestra que se obtiene procede del lugar 
auténtico de la infección. Si el inóculo es insuficiente, no es po- 
Sible la recuperación o la detección de los patógenos, Así mis- 
mo, con objeto de evitar la contaminación, se requiere que la 
muestra se tome en condiciones asépticas. Igualmente es ne- 
cesaria una atención escrupulosa a fin de asegurar el mante- 
nimiento de los requerimientos metabólicos de determinados 
organismos, como ocurre con el mantenimiento de las condi- 
ciones anoxigénicas (ausencia de oxígeno). Una vez quese ha 
¡obtenido la muestra, se analiza tan pronto como es posible. 


ШЕШЕГЕ] Métodos cinicos y diagnósticos usados en el aisia- 


miento е identificación de patógenos. 


өе е- 


Medio de cultivo y crecimiento 
El cultivo de enriquecimiento, el uso de cultivos seleccio- 
nados y las condiciones de incubación, es una parte impor- 
tante de la microbiología clínica. Los medios de cultivo en 
el laboratorio clínico son especiales. A través del uso de va- 
rios medios de cultivo los microorganismos de importancia 
médica pueden ser aislados, cultivados e identificados. La 
mayor parte de las muestras clínicas se cultivan primero en 
generales, como el agar sangre, que permiten el crecimien- 
to de la mayoría de los organismos aerobios у anaerobios 
facultativos. El medio de enriquecimiento se utiliza para ha- 
cer crecer los microorganismos complicados, que requieren 
factores de crecimiento determinados, como Neisseria go- 
norrhocae, el mismo que causa la gonorrea (Tabla 
24.1). Ciertos medios son medios selectivos, que promueven 
el crecimiento de microorganismos mientras retrasan el cre- 
cimiento de otros, debido a que tienen componentes añadi- 
dos (Tabla 24.1). Finalmente, los medios diferenciales son 
los medios que permiten la identificación de los microorga- 
nismos por medio de su apariencia (ase Figura 247). 


Cultivos de sangre 

El término bacteriemia denota la presencia de bacterias en 
la sangre (Sección 217). En condiciones normales, la bacte- 
rias son eliminadas de la sangre rápidamente. Por tanto, la 
bacteriemia es infrecuente en individuos sanos y la presen- 
cia de bacterias en la sangre indica habitualmente infección 
generalizada. Los patógenos encontrados соп más frecuen 
cia en la sangre incluyen Pseudomonas aeruginosa, entero- 
bacterias, especialmente Escherichia coli y Klebsiella pneumo- 
niae, y los cocos Gram positivos Staphilococcus aureus y 
Streptococcus pyogenes. La clásica infección de la sangre, la 
septicemia, es el resultado de la entrada en la sangre de un 


ciar nuevas infecciones. Diversos síntomas graves generali 
zados son indicativos de septicemia, generalmente fiebre y 
escalofríos seguidos de postración. Los casos graves de sep- 
ticemia pueden conducir al choque séptico, una condición: 
sistémica que puede producir la muerte caracterizada por 
una intensa reducción de la presión sanguínea y fallos en 
múltiples órganos, como el corazón, los riñones o los pul- 
mones. En muchas situaciones, el cultivo de sangre repre- 
senta el único medio inmediato para aislar e identificar el 


Métodos para la obtención de muestras del tracto respiratorio superior. (a) Torunda para la garganta. (5) Torunda nasofaringea. 
que se pasa a través de la nariz. (с) Torunda para el interior de la nariz 
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Líquidos: pulmón, abdomen, pericardio, 
Heces: torundas rectales 

Biopsias de tejido quírargico: pulmón, ganglios linfáticos 
Garganta: torundas, esputo, amídgala, nasofaringe: 
Torundas genitousinarias: uretra, vagina, cérvix 

Orina 

Sangre 

Torundas: heridas, abscesos, exudados 
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agente etiológico, por lo que el diagnóstico dependerá de 
ип cuidadoso y correcto cultivo sanguíneo. 

La técnica estándar del cultivo de sangre consiste en ob- 
tener asépticamente 10 ml de sangre de una vena e inocu- 
{айа en un frasco de cultivo de sangre que contiene un an- 
ticoagulante y un medio de cultivo rico, que permite el 
crecimiento de la mayoría de los microorganismos. Se esta- 
blecen dos cultivos, uno en un frasco que se incuba en con- 
diciones aerobías y otro en condiciones anaerobias. Todos 
los medios utilizados son relativamente ricos, contienen di- 

ridos de proteínas у otros ingredientes complejos. Los 
сов de cultivo de sangre se incuban a 35'C y se examinan 
а апо durante 5 días. La mayor parte de las bacterias de 
Interés clínico se observan en este periodo. Algunos siste- 
таз de aislamiento con sangre recurren a sustancias quími- 
¡as que lisan eritrocitos y leucocitos, liberando los patógenos 
intracelulares que de otro modo podrían pasar inadverti- 
dos. En los cultivos de sangre, los microorganismos se de- 
fetan habitualmente mediante inspección visual (turbidez), 
examen microscópico y subcultivo. Los sistemas de cultivo 
sanguíneo automatizados detectan el crecimiento a través 
Че la monitorización continua de la producción de dióxido 
de carbono y la turbidez, que se leen cada 10 minutos. 

Teniendo en cuenta que es inevitable que una determi- 
пада zona de la piel se contamine durante la extracción ini 
а! de sangre, puede esperarse un índice de contaminación 
del 2% al 3%. La presencia de organismos aislados habi 
ualmente de la piel, tales como Staphylococcus epidermidis, 
bacterias corineiformes o propionibacterias, puede indicar 
contaminación, aunque a veces estos organismos pueden 
incluso ser causa de infección de la pared del corazón (en- 
docarditis bacteriana subaguda). Por tanto, se necesita una 
considerable experiencia microbiológica y clínica a la hora 
deinterpretar los cultivos de sangre. 


Cultivos de orina 

Las infecciones del tracto urinario son muy frecuentes у. а 
menudo, los agentes etiológicos son idénticos o parecidos 
ã las bacterias que constituyen la flora normal (por ejem- 
plo, Escherichia coli). Por esta razón han de extremarse las 


juciones en el momento de realizar un análisis bacte- 
iológico de la orina, dado que la orina favorece el creci- 


miento bacteriano masivamente bajo diversas condiciones. 
Un recuento bastante alto de células en la muestra indica in- 
fección urinaria. En la mayoría de los casos, la infección es 
el resultado de la ascensión de un organismo por la uretra 
procedente del exterior. Ocasionalmente puede llegar a їп- 
fectarse incluso la vejiga. Las infecciones del tracto urina- 
rio inferior suponen la forma más común de infección no- 
socomial (adquirida en el hospital) (Sección 25.7) 

Una infección urinaria importante suele dar recuentos de 
10? о más organismos por mililitro de una muestra de orina 
recogida a mitad de micción, mientras que en ausencia de 
infección, la contaminación de la orina a partir de los geni- 
tales extemos (prácticamente inevitable hasta cierto punto) 
da lugar a recuentos inferiores a 10° organismos por mililitro. 
Los patógenos más comunes del tracto urinario son miem- 
bros de las enterobacterias, siendo E, coli la responsable de 
aproximadamente el 90% de los casos. Otros patógenos del 
tracto urinario incluyen Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Pseu- 
domonas. Sthaplaylacoccus saprophyticus y Enterococcus faecalis 
Neisseria gonorrhoeae, el agente etiológico de la gonorrea, no 
crece en la orina sino en el epitelio uretral y debe diagnosti- 
carse por métodos diferentes (énse más adelante) 

Se puede utilizar el examen microscópico directo de la 
orina para indicar la existencia de bacteriuria, es decir, la pre- 
sencia de un número anormalmente elevado de bacterias 
en la orina. Sin embargo, puesto que casi todas las orínas 
contienen un cierto número de bacterias, lo más frecuente es 
que una bacteriuria significativa se monítorice usando dis- 
tintas pruebas mediante tiras de papel indicador, de las que 
existen varios tipos disponibles en el comercio. Por ejem- 
plo, una prueba con una tira de papel indicador monitori- 
za la reducción del nitrato detectando la reducción de su 
producto, el nitrito. Una prueba se considera positiva cuan- 
до se produce un cambio de color en la tira de papel indi- 
cador (Figura 243). Нау que tener en cuenta que la pro- 
ducción de nitrito ocurre sólo cuando existen más de 10° 
enterobacterias por mililitro, por lo que el método per 
comprobar casi instantáneamente la existencia de una in- 
fección del tracto urinario. Hay otras pruebas que utilizan 
ras de papel indicador en infecciones del tracto urini 
que habitualmente se asocian a la reducción del nitrato, y 
que detectan la esterasa (producida por leucocitos) (Sección 
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Figura 24.3 т: оз» ы жчйыз де ола. берар 


Prueba зе observa una tira de control. De izquierda a derecha, өл ила 
ra de or 
bina, cetonas, gr 


la tira mide los niveles anormales de glucosa, bilimu- 


edad especifica, sangre, pH, proteinas, urobliné 
geno, nitritos y leucocitos (osterasa). Lecturas anormales de esterasa 
(sonal positiva, rojo а distancia) y nitrtos (pe 


о, el segundo 
а partir de la derecha) indican bactenuria. El cutivo posterior de esta 
muestra demostró la presencia de Escherichia сой 


221) y la peroxidasa (producida por algunas bacterias) (Sec 
ciones 6.13 y 17.22). Después de una prueba con tira de ра- 
pel indicador positiva se realiza un cultivo de orina 
Para cultivar posibles patógenos del tracto urinario se 

utilizan dos medios: (1) agar sangre como un medio 
по selectivo; y (2) un medio selectivo para enterobacterias 
como agar MacConkey o agar eosina-azul de metileno (EMB) 
(wase Sección 24.2 y F tos medios especializados 
permiten una primera diferenciación entre fermentadores 
de lactosa y no fermentad 
ganismos Gram positivo 
inantes habituales de la piel). Una vez aislados los 
organismos, pueden identificarse y res 
sensibilidad antibiótica, Los microbiólogos clínicos experi- 
mentados suelen hacer una identificación presuntiva а par- 
tir de un aislado, observando el color y la morfología de las 
colonias del patógeno sospechoso que ha crecido en distin- 
tos medios selectivos como los descritos en la Tabla 24.2. 
Dicha identificación debe completarse con análisis más de- 
tallados, si bien los microbiólogos clínicos ш 
formación conjuntamente con los resultados de Přucbas más 
precisas, de las que se hablará a lo largo del resto de este ca 
Pítulo,.con el fin de lograr una identificación adecuada. 
tiene crecimiento bacteriano, a 
pesar de la persistencia de los síntomas de la infección del 
tracto urinario, entonces el clínico puede solicitar cultivos 

rectos específicos con objeto de identificar patógenos más 
exigentes como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachoma- 
tis, Branhamella spp., micoplasma u otros organismos anae- 
robios. 


e inhibe el crecimiento de or 


no Staphylococcus spp. (con. 


izarse pruebas d 


an esta in- 


Por último, si no se 


Cultivos de heces 

El aislamiento de patógenos intestinales conlleva la adecua- 
Ча recogida y preservación de las heces. Durante el almace- 
namiento disminuye el pH de las heces, de ahí que deba evi- 
tarse una demora prolongada entre la recogida de la muestra 
y su procesamiento, Este aspecto es especialemnte crítico en 
el caso del aislamiento de especies de los géneros Shigella y 


[Figura 24 4 Pacs de agar sosna za de metano (EME) mos 


талдо un fermentador de lactosa, Escherichia col (izquierda) y un no 
fermentador de lactosa, Pseudomonas aeruginosa (derecha). Obsór 
veso el brilo verde matálico de las colonias de E, сой. 


Salmone pH ácido. Las mues- 
tras recogidas a partir de heces recientes se vacían sobre un 
recipiente de plástico est ial que con: 
tiene un tampón fosfato para el transporte al laboratorio, Si 
las heces del enfermo son sanguinolentas o contienen pus, 
siempre debe obtenerse muestras de este material; estas de 
n generalmente un gran número de or- 
anismos de interés clínico. En el caso de que se sospeche 
fecciones transmitidas por alimentos o a través del agua, las 
muestras fecales deben inocularse en distintos medios se- 
lectivos (véase Sección 24.2) para el aislameinto de bacterias 
específicas. La caracterización de parásitos intestinales se ne 

a bajo el microscopio, los métodos de cultivo se desa- 
consejan (Sección 28.7). 


que son bastante sensibles 


posiciones con 


Heridas y abscesos 
Cuando se trata de infecciones asociadas a heridas traumáti 
s como mordeduras de animales o del hombre, quemadu- 
5, cortes o penetración de objetos extraños, las muestras 
han de recogerse con especial cuidado para recuperar el pa 
tógeno de interés. Es necesario tener en cuenta que general. 
mente las infecciones de heridas y abscesos están contami 
idas con miembros de la microbiota normal. La obtención 
le muestras mediante torunda suele ser inadecuada. El me- 
jor método para obtener una muestra es la aspiración, a par: 
tir de lesiones purulentas (que contienen pus), con una jerin- 
ga y una aguja estériles, seguida de la desinfección de la 
superficie cutánea con etanol о isopropanol al 70%. Las mues 
tras de flujos internos purulentos se recogen habitualmente 
por biopsia o mediante resección quirúrgica de los tejidos. 
Existe una serie de patógenos que se asocia con infec- 
ciones de heridas, Como algunos de estos patógenos son 
anaerobios, el transporte de las muestras desde el lugar 
donde se han recogido debe hacerse en estricta anaerobio- 
sis. Un patógeno que se asocia con frecuencia a secreciones 
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Escherichia coli Centro oscuro con brillo 
metálico grisiceo 
(ruse Figura 244) 

Similar a Ё coli, 
pero las colonias 
son más grandes 

Grandes, mucoides 
y Marronáceas 

Translucidas, 
incoloras 

Tramslúcidas, 
incoloras al oro. 
(acuse Figuro 244) 

Translúcidas, 
incoloras al oro. 

Translócidas, 
incoloras al oro. 


Enterobacter 


Klebsiella 
Proteus 


Poendomonas 


РЙ 


Shigella 


* Adaptado de P. R. Murray Г. J Baron, М. А. Paller, F C Tenover y К. H olle. 19% Mona CH 


оу, Washington. DC 
СЕХ 


irulentas es el Staphyloc 


сиз aureus, aunque también son 
bituales las enterobacterias Pseudomonas aeruginosa, y las 
especies de los anaerobios Bacteroides y Clostridium. Los 
principales medios de aislamiento son el agar sangre, dis- 
tintos medios selectivos para enterobacterias (Tablas 24.1 y 
242), y el agar sangre con suplementos adicionales y agen- 
les reductores para anaerobios obligados. Los frotis que se 
preparan a partir de dichas muestras también deberían exa- 
'minarse directamente en el microscopio. 


Muestras genitales y diagnóstico 

de laboratorio de la gonorrea 

En los varones, el síntoma clásico de la gonorrea, una en- 
fermedad de transmisión sexual, es una descarga purulen- 
ta por la uretra (Sección 26,12). Si no existe esta descarga, 
puede obtenerse una muestra adecuada mediante una to- 
типда de algodón estéril, de diámetro estrecho, que se in- 
serta en el interior de la uretra, se deja colocada durante 
unos segundos para absorber cualquier exudado y, а con- 
tinuación, se extrae para cultivar Neisseria gonorrhoeae, el 
agente etiológico de la gonorrea. Una posibilidad alterna- 
tiva es recoger una muestra de la primera orina de la ma- 
fana, de un individuo infectado, que contiene general- 


mente células viables de N. gonorrhoeae. En las mujeres en 
las que se sospeche gonorrea u otras infecciones genitales, 
las muestras se obtienen habitualmente mediante una to- 
runda a partir del cérvix y la uretra, 

La gonorrea representa una de las infecciones más fre- 
cuentes en los adultos y las técnicas microbiológicas clíni- 


саз son fundamentales para su diagnóstico. N. gonorrhoeae 
(а la que clínicamente se la conoce como gonococ») coloni- 
za las superficies mucosas de la uretra, el cérvix uterino, el 

anal, la garganta y la conjuntiva. Se trata de un orga- 
nismo bastante sensible a la desecación y de ahí que su 


Rojas o rosas Rojas o rosadas La mayoria inhibidas 
Rojas о osas Blancas o beige: Colonias mucoides 
соп brillo argéntico, 

Rosas Rojas o rosadas La mayoría inhibidas 
Transpannies, Centro negra, Verde 
incoloras periteria clara 

Transparentes, La mayoría inhibidas Sin crecimiento. 
incoloras 

Tramsparentes,  Opacas Negros a verde oscuras 
коога 

Transparentes,  Opacas Marrones о inhibidas 
tocoloras 
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transmisión sea casi exclusivamente por contacto directo 
de persona a persona, generalmente mediante el сойо, El 
objetivo primario que persiguen las medidas sanitarias para 
el control de la gonorrea implica la identificación de los 
portadores asintomáticos, lo que supone la realización de 
análisis microbiológicos. 

El gonococo es un coco Gram negativo y habitualmente 
se observa en forma de diplococo; como existen organis- 
mos parecidos que no зоп muy frecuentes еп la microbio- 
ta normal del tracto urogenital, tiene un valor diagnóstico 
realizar una observación directa en el microscopio de mate- 
rial teñido con el Gram. Por ejemplo, la observación de di- 
plococos Gram negativos en una descarga uretral o sobre un 
frotis vaginal o cervical, es un diagnóstico presuntivo de 
gonorrea, En la gonorrea aguda, el microscopio revela ge- 
úneralmente la presencia de diplococos Gram negativos fa- 
gocitados por leucocitos polimorfonucleares (Sección 20.1), 
sin que existan virtualmente otros organismos acompa- 
ñantes (Figura 24. 5а). 

Las técnicas de cultivo poseen un mayor grado de sensi- 
bilidad respecto a los análisis microscópicos. La mayoría de 
los medios para el cultivo de N. gonorrhoeae contienen sangre 
о hemoglobina calentadas (conocidos como medio de agar 
chocolate debido a su За marrón oscura), siendo el ca- 
lentamiento la causa de la formación de un material preci- 
pitado que es bastante eficaz para absorber productos tóxi- 
сов presentes en el agar y en otros constituyentes del medio. 
Otro medio importante para un aislamiento primario, de- 
nominado agar Thayer-Martin, también se utiliza para el ais- 
Tamiento de N. gonorrhoeae (Figura 24.5). Este medio incor- 
рога los antibióticos vancomicina, nistatina y colistina, a los 
que la mayoría de los aislados clínicos de N. gonorrhoeae son 
resistentes por naturaleza; también permite el aislamiento 
de N. meníngitides, que causa la meningitis bacteriana, 


= Capítulo 24 в MICROBIOLOGÍA E 


IUNOLOGÍA CLÍNICA 


e) 


(a) Microgralía de Neisseria gonorrhoeae en el interior de leucocitos polmorionucieares humanos а partir de un frotis cervical. 


Obsêrvense multitud de diplococos dispuestos en parejas (echas). (9) Colonias de N. gonorrhoeae creciendo en agar Thayer Marín. Se ha te- 
ida la placa en la parte central con un reactivo que tiñe de azul las colonias cuando las células contienen citocromo c (prueba de la oxidasa). N. 


gonorrhoeae es oxidasa positivo. 


Después de la siembra por estrías, las placas deben in- 
cubarse en un ambiente húmedo, en una atmósfera que 
contenga 3 a 7% de CO, (el CO, se necesita para el creci- 
miento de los gonococos), Las placas se examinan después 
de 24 y 48 horas, e inmediatamente deben analizarse por- 
ciones de las colonias mediante la prueba de la oxidasa, ya 
que todas las Nel on oxidasa-posítivas (Figura 24:50, 
vénse Sección 24.2). Si el inóculo es de origen urogenital, los 
«іріососов Gram negativos oxidasa-posítivos que crecen 
еп agar chocolate son gonococos casi con toda seguridad. 
Sin embargo, la identificación definitiva implica la deter- 
minación de los patrones de utilización de hidratos de 
bono, o pruebas inmunológicas, o el uso de sondas de а 
dos nucleicos (véase Secciones 24.5-24.14). 


Cultivos de anaerobios 
Las bacterias anaerobías estrictas son causa frecuente de in- 
focción y pasan desapercibidas totalmente, a menos que se to- 
men las debidas precauciones para su aislamiento y cultiv 
En la Sección 6.13 se han expuesto las generalidades sobre los 
anaerobios, observando que muchos anaerobios son muy 
susceptibles al oxígeno. Todo ello justifica que se necesite 
una atención especial en la recogida de muestras, su mane- 
jo y procesamiento, por si pudiera tratarse de un anaerobio. 
En el organismo existen distintos hábitat (por ejemplo, la ca- 
vidad oral y el tracto intestinal) (Secciones 21.3 y 21.4) que 
son habitualmente anóxicos y en ellos puede encontrarse 
bactertas anaerobías estrictas formando parte de la micro- 
biota. Sin embargo, otras partes del organismo pueden llegar 
а ser anóxicas como resultado de una herida о un trauma- 
tismo, reduciendo el aporte sanguíneo en el lugar de la he- 
rida. Estos lugares anaerobios se encuentran disponibles para 
ser colonizados por anacrobios estrictos. En general, las bac- 
terias anaerobias patógenas forman parte de la microbiota y 
son únicamente patógenos oportunistas. Existen, вїп em- 
bargo, dos patógenos anaerobios importantes, Clostridium 
tetani (que produce el tétanos) y С. perfringens (causante de 
la gangrena gaseosa y un tipo de toxiinfección alimentaria), 
que son bacterias formadoras de esporas y predominan en el 
suelo, 

Gracias al cultivo anaerobio, el microbiólogo se enfren- 
ta no sólo con los problemas habituales de obtener y con- 
servar la muestra libre de contaminación, sino que también 


бепе que asegurarse que la muestra no entre en contacto. 
con el aire. Las muestras recogidas mediante succión о biop- 
sia deben colocarse inmediatamente en un tubo con un gas 
libre de oxígeno, preferentemente conteniendo una peque- 
ña cantidad de una solución diluida de sales соп un agen- 
te reductor como el tioglicolato y el indicador redox resa- 
zurina, Este colorante es incoloro cuando está reducido y 
vira a color rosa cuando se oxida, indicando así rápida- 
mente cualquier contaminación con oxígeno de la muestra, 
í no se dispone de un tubo de transporte anaerobio ade- 
cuado, puede utilizarse la misma jeringa para transportar 
la muestra, insertándose la aguja en un tapón de caucho es- 
1 para que de este modo no penetre aire en la jeringa 
Cuando se precisa de una incubación en anaerobiosis, las 
placas de agar se colocan en una jarra sellada que se hace 
anéxica reemplazando la atmósfera de la jarra con una mez- 
cla de gas libre de oxígeno (habitualmente se emplea una 
mezcla de М; у СО; o añadiendo algún compuesto que eli- 
mine el oxígeno de la atmósfera de la jarra cerrada, Por ejem- 
plo, como se muestra en la Figura 24.6, se genera H, y en 


Catalizador químico 


Placas con medo 
de cultivo 


СЕЛО ara азса que permite la incubación delos cultivos 
еп condiciones anorigénicas. El catalizador y el generador de hidróge- 
no mantienen la јата en condícciones anóxicas. 
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presencia de un catalizador adecuado, generalmente pala- 
dio, el H,se combina con el oxígeno libre para formar HO, 
eliminándose de esta forma el oxigeno contaminante. Exis- 
ten otros medios alternativos para lograr condiciones anae- 
Tobias, como son el uso de medios de cultivo que contengan 
agentes reductores y la utilización de cámaras de anaero- 
biosis (glove boxes). Estas últimas son bolsas grandes imper- 
'meables al gas llenas de un gas libre de oxígeno, como ni- 
trógeno o hidrógeno, y quese ajustan mediante una cámara 
Че aire para añadir y extraer los cultivos (Figura 6.266). La 
ventaja que presenta una cámara de anaerobiosis es que pue- 
Че hacerse manipulaciones como normalmente se hacen so- 
bre una poyata de laboratorio; sin embargo, este sistema no 
se emplea profusamente en los laboratorios de investigación 
debido a su coste elevado, aunque está siendo cada vez más 
utilizado en laboratorios de investigación especializados en 
microorganismos anaeróbicos. 

Los medios para anaerobios, por lo general, no se dis- 
tinguen mucho de los usados para los aerobios, salvo que 
son mucho más ricos en elementos orgánicos y contienen 
agentes reductores (generalmente cisteina o tioglicolato) y 
un indicador reductor como resazurina. 


/_24.1 Revisión de conceptos 


El método adecuado de tomar la muestra y el cultivo del pató- 

geno es el principal problema para la identificación del orga. 

nismo que causa la enfermedad. La selección de la apropiada 

loma de la muestra у las condiciones de cultivo requieren cono- 

cimientos de ecología bacteriana, fisiologia y nutrición. 

4 ¿Por qué los cultivos de orina son casi siempre positivos 
рага el crecimiento bacteriano? 

+ Describa las precauciones que se deben tener en cuenta para 
el éxito en el aislamiento de anareobios patógenos. 


Métodos de identificación 
dependientes del cultivo 


Sila inoculación de un medio primario da lu; 
miento bacteriano, el microbiólogo clínico debe identificar 
el organismo u organismos presentes. Habitualmente, la 
identificación de un aíslado clínico se puede hacer recu- 
riendo a distintas pruebas dependientes del crecimiento. A 
continuación, vamos a exponer algunos de estos métodos. 


Crecimiento en medios selectivos y diferenciados 
Tomando como punto de partida las características de сте- 
cimiento en medios de aislamiento primario, un microbió- 
Jogo clínico realiza subcultivos de un patógeno desconoci- 
do en varias docenas de medios de cultivo útiles para el 
diagnóstico, La Tabla 24.3 resume los principales métodos 
de indentificación. Gran parte de estos medios se presentan 
en forma de kits miniaturizados que contienen distintos 
medios en pocillos separados y que se han inoculado a la 
vez (Figura 24.7). 

La bateria de medios incluye medios selectivos, diferen- 
ciales o ambos al mismo tiempo. Un medio selectivo es aquél 
en el que los compuestos han sido añadidos selectivamen- 
te para inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos y 
ho de otros. Un medio diferencial es aquél en el que se ha aña- 
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dido una clase de indicador, generalmente un colorante, que 
permite al clínico diferenciar entre distintas reacciones quf- 
micas que se producen durante el crecimiento. Por ejemplo, 
el agar eosína-azul de metileno (EMB) se utiliza como un 
medio selectivo y diferencial. El agar EMB se utiliza para el 
aislamiento de enterobacterias Gram negativas. La presen- 
cia del azul de metileno inhibe las bacterias Gram positivas; 
aunque se desconoce su mecanismo de acción, se sabe que 
pequeñas cantidades de este colorante inhiben eficazmente 
el crecimiento de la mayor parte de las bacterias Gram po- 
sitivas. La eosina es un colorante que responde a los cambios 
del pH, virando del incoloro al negro en condiciones de aci- 
Чет. El medio agar EMB contiene lactosa y sacarosa, pero 
no glucosa, como fuentes de energía, Las bacterias fermen- 
tadoras de lactosa (generalmente entéricas), como Escherichia 
cali, Klebsiella у Enterobacter, acidifican el medio y las colonias 
se muestran de color negro con un brillo verdoso, Las colo- 
nias de los no fermentadores de lactosa como Salmonella, 
Shigella y Pseudomonas son translúcidas o rosadas (Figura 
24.4). Esto es, EMB selecciona preferentemente para el aisla- 
miento de bacterias Gram negativas y diferencia entre varios 
géneros de bacterias Gram negativas, 

Estas pruebas miden la presencia o ausencia de enzimas 
que participan en el catabolismo del sustrato o sustratos 
que se añaden al medio diferencial. La fermentación de los 
azúcares se mide incorporando indicadores de pH que сапу 
bian de color en medio ácido (Figura 24.70). La producción 
de gas hidrógeno y/o dióxido de carbono durante la fer- 
mentación del azúcar se analiza observando lo producción 
de gas en viales de recogida de gases o en agar (Figura 24.70 
y b). La producción de sulfuro de hidrógeno puede reve- 
arse en un medio con hierro férrico. Si se genera sulfuro, el 
hierro férrico se acompleja con el HS para formar un pre- 
орао negro de sulfuro de hierro (Figura 24.70). La utili 
zación de ácido cítrico, un acido de sets carbonos que con: 
tiene tres grupos ácidos carboxílicos, se acompaña de una 
elevación del рН, de tal manera que la adición al medio de 
prueba de un colorante específico vira el color cuando se 
dan condiciones alcalinas (Figura 2470), Se han desarrolla- 
do cientos de pruebas diferentes para uso clínico pero sola’ 
mente se utilizan rutinariamente unas veinte (Figura 2470), 

Se han publicado los patrones de reacción típicos para 
un gran número de cepas de distintos patógenos у en el 
modemo laboratorio de microbiología clínica toda esta in- 
formación se almacena en un ordenador, Los resultados de 
estas pruebas diferenciales para un patógeno desconocido 
se archivan en el ordenador y un programa especial per- 
mite decidir, con los resultados obtenidos, el agente etioló- 
gico de que se trate. Para la mayoría de los microorganis- 
mos, se necesitan tan sólo tres о cuatro pruebas para hacer 
una identificación inequívoca. Cuando a pesar de ello exis- 
ten dudas de identificación, puede recurrirse а técnicas de 
identificación más sofisticadas, sobre todo cuando varios 
patógenos con características de crecimiento similares, pre- 
Sentan regimenes de quimioterapia distintos, 


Diagnóstico clínico 

Muchas compañías comercializan sus propios sistemas para 
la identificación rápida (Figura 21.74). А menudo, dichos 
sistemas están diseñados para ser usados en la identifica 


Fermentación de 
hidratos de carbono 


Catalasa 


Utilización del citrato 


Coagulasa 


Decarboxilasas 
(Usina, ornitina, 
arginina) 


Prueba de la 
PGalactosidasa 
(ONPG) 


Licuefacción 
de la gelatina 


Producción de sulfuro 
de hidrógeno (HAS) 


Prueba del indol 


Prueba del rojo 
de metilo 


Producción de ácido 
y/o gas durante el crecimiento 
fermentativo con azucares 
о alcoholes azucarados | 


La enzima descompone 
el peróxido de hidrógeno, HO, 


La utilización del citrato como. 
única fuente de carbono produce 
la alcalinización del medio. 


La enzima provoca la aglutinación 
del plasma sanguíneo. 


La decarboxilación de los 
aminoácidos libera СО; 
y amina 


El ortonitrotenil-#-galactósido 
ONIG un miro 


artificial para la enzima. 
Cuando se hidroliza, 
se forma el nitrofenal 
(amarillo) 


Muchas hidrolasas hidrolizan 
la gelatina y destruyen el gel 


La producción de HS 
por rotura de los aminoácidos 
“azulados о reducción 
del tiosulfato 


Un caldo de cultivo con hidratos 
de carbono y rojo fenol como 
indicador de pH; tubo 
invertido para el gas 

Añadir una gota de HO, 
ıa un cultivo denso y buscar 
burbujas (Оз) 

(Figura 629) 

Un medio de citrato con azul 
е bromotimol como indicador 
de pH. Buscar un color azul 
intenso (pH alcalino) 


Mezclar una suspensión líquida 
densa de bacterias con plasma, 
incubar y buscar un собо 
de fibrina. 

Medio enriquecido con aminoscidos. 
El púrpura de bromocresol como 
indicador de pH vira a púrpura 
(pH alcalino) м actúa la enzima. 


Incubar una suspensión pesada 
де un cultivo lisado con ONPG. 
Buscar un color amarillo 


Incubar un caldo con 12% 
de gelatina. Enfriar 
para comprobar la formación 
del gel. Si se hidroliza la 
gelatina, cl tubo permanece 
liquido cuando se refrigera 

El HS se detecta en un medio rico 
en hierro a partir dela formación 
е sulfito ferro negro (muchas 
variantes agar hierro de Kligler 
y agar hierro triple azucar 
también detectan la fermentación 
de hidratos de carbono) 


Detección de indol en el medio 
де cultivo con dimetil- 


Diferenciación 
de enterobacterias 

Bacillus (+) de 
Clostridium (-); 
Streptococcus (~) de 


 Micrococcus-Staphylocoecus (+) 
Klebsiella-Enterobacter (+) 
Че Escherichia(—), 
Eduurdsclla (=) de 
Salmonella (+) 
(Figura 247) 
Staphylococcus aureus (+) 
S. epidermidis (=) 


Ayuda en la determinación 
del grupo bacteriano entre 
las enterobacterias. 


Citrobacter y Arizona (+) 
Salmonella (=). 

Identificación de algunas especies 
Че Shigella y Pecudomonas. 


Ayudar en la identificación de 
Serratia, Pseudomonas, 
Flavobacterium, Clostridium 


En enterobacterias, ayudar 
en la identificación de Salmonella, 
Arizona, Edtwardsiela y q 
Proteus (Figura 247) 


de Klebsiella (=) y 
Enterobacter (—); 
Edwardsiella (+) de 
Salmonella (=) 


Diferenciar Escherichia 
(+ , cultivo rojo) de 
Enterobacter y Klebsiella 
(generalmente =, cultivo amarillo) 
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TABLA 24.3 


Reducción del nitrato 


El nitrato como un aceptor Caldo con nitrato. Tras la incubación, Ayudar en la identificación de 


electrónico altemativo, reducido detectar nitrito con ácido “enterobacterias (generalmente +) 
ANO; ом «rnaftilamina sulfanlio (color rojo) 
Si es negativo, confirmar que el 
МО; сааба añadiendo 
polvo de zinc para reducir el 
NO; аМО;.9 tras la adición 
del zinc no hay color entonces 
NO; мә 
Prueba de la oxidasa — Elcitocromocoxida elaceptor Caldo o agar Las colonias Separar Neisseria y 
Че electrones artificial ойла positivas en agar Moraxella (+) de 
tetrametil (o dimeti)- pueden detectarse sumergiendo Acinetohacer(). 
темама la placa еп un reactivo, ir enterobactenan 
y buscando colonias (todas =) de psudomonas 
azuladas o marrones (+). Ayudar en la 
identificación de 
Aeromonas (+) 

Prueba dela Algunos organismos producen Producción de ácido enla parte Diferenciar Miercocens 
oxidación- Acido solamente cuando alta del tubo de cultivo que de acido solamente en aerabiosis) 
fermentación recen en aerobics contiene azúcar; el agar blando de Staphvlcacc (producción 
om se utiliza para disminuir anaeróbica de ácido) 

la mezcla durante la incubación Caracterizar Pseudomonas 
{producción aeróbica de ácido) 
de entersbacterias (producción 
anaeróbica de ácido) 

Prueba dela La desaminación produce Medio enriquecido Caracterizar el género 
fenilalanin- Acido fenilpiruviko que se en fenilalanina. Después Protcusy el grupo Providencia 
desaminasa detecta en una prueba. ¿el crecimiento, añadir 

<olorimética cloruro férrico y buscar 
color vende 

Hldrêlisis del almidón Eliodo-ioduro da un color Crecimiento de un organismo Identificar los hidrolizadores 

azul con el almidón en una placa que contiene almidón. tipicos de almidón, como 
Sumergir la placa en ioduro Bacillus spp. 


де Gram y buscar zonas 


claras altudedor de las colonias 


Prueba de la ureasa La urea HN—CO—NH, Medio con un 2% de urea Distinguir Klebsiella (+) 
se escinde en 2NH, + СО, y rojo fenol como indicador. де Escherichia (=). 
La liberación de amonio eleva Distinguir Proteus (+) de 
a el pH. intenso color rojo rosado Providencia (=) 
Prueba del Voges- La acetoína es producida Prueba química para acetoína Distinguir Klebsiella y 
Proskauer a partir de la fermentación utilizando naftol Enterobacter (+) de 
de azúcares Escherichia (=). 
Caracterizar los miembros 
del género Bacillus 


¡ión de enterobacterias, ya que habitualmente son los agen- 
ез etiológicos de las infecciones del tracto urinario e intes- 
tinal (vénse Sección 24.1). 


También están disponibles distintos kits dependientes de 
crecimiento de rápida identificación para otros grupos bac- 
terianos o incluso para especies bacterianas únicas. Por ejem- 
plo, se han desarrollado kits comerciales que contienen una 
batería de pruebas para Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pyogenes, Neisseria gonorhoene, Haemophilus influenzae y Myco- 


bacterium tuberculosis. Se dispone igualmente de kits para la 
identificación de los hongos patógenos Candida albicans y 
Cryptococcus neoformans (Sección 27.7). 

Generalmente, es el microbiólogo clínico quien toma la 
decisión de utilizar una prueba diagnóstica específica. Para 
ello tiene en cuenta la naturaleza de la muestra clínica, las 
características básicas (especialmente la tinción de Gram) de 
los cultivos puros obtenidos y la experiencia previa en ca- 
sos similares. 
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IE оз» do diagnóstico que dependen del credi- 
"iento de las bacterias, ийгабов para la idertiicación de aislados dia 
nicos mediante cambios de color өп distintos medios diagnósticos Hl 
Uso de un madio diferencial para valorar ia fermentación de azúcar El 
cambio de color de un indicador де pH que зе añade ai medio омдо 
señala la producción de ácido. Si se produce gas, aparece una burbu 
nal viai invertido de cada tubo. De izquierda a derecha: ácido, dida 
Y gas, negativo, no коодо. (b) Prueba diagnóstica convencional 
para enterobacterias en un medio llamado agar hierro triple azúcar (TS, 
Se siembra el medio en la superficie incinada y en profundidad El 
medi condana una peste caridad de йога, y una gran cad 
de aciona y sacarosa. Los organismos que son capaces де оттегі 
solamente а сова dan iugar а la formación de ácido aclamanta d 
ei tongo el tubo. mientas que los organismos fermentadors de lac- 
losa о sacarosa también puedan inducir la formación de ácido en 
parte superio La отпад бе gas be obarva por la rotura ди ЙД 
en el tondo. La formación de sur de hidrógeno (por degradación 
protsica o bien a partir de la reducción del Новин en el medio) e j 
Stie por un emegrecimiento debido a la reacción del Н. con el 
foroso en el medio. De izquierda a derecha: mentación de la gc 
solamente; reacción negativa; formación де suuro де hidrógeno; fai 
mentación de glucosa y otro azicar (c) Medida de Ia utilización del cl 
эшо por Salmonet өп ei agar сіла de Simmons. El сап 
pH provoca un viraje en el color del indicador. De izquierda а dé 
Positivo, negativo, по inoculado. (d) Medios comerciales usados en 
¡dentición rápida de sllados cínicos. El principio es el mimo 
en ê. pera es һа ministrtzaco la isparción de conjunto para, 
asi кийги пилмеоввв prasbns ala vez. бе muesca Cuatro traf 
Жаш, cada una para un OO rar.) Оа Заров de 
prueba comercial miniaturizada. Ésta define la utilización de azúcar: 
organismos no fermentadores 
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/_24.2 Revisión de conceptos 


Los métodos tradicionales para la identificación de patógenos se 
basan en la observación de los cambios metabólicos que se pro- 
ducen durante el crecimiento, Estos métodos dependientes del 
crecimiento proporcionan un medio rápido y razonablemente 
seguro para diagnosticar muchas infecciones. 


Y Distinga entre métodos de identificación selectivos y diferen- 
ciales. Dé un ejemplo de medio utilizado en cada caso, 


Y ¿Qué parámetros utilizaría un microbiólogo clínico para re- 


comendar el uso de un kit de prueba diagnóstica específica 
para la identificación de un agente infeccioso? 


[ Erre сынышы 
ntibiótica 


En la práctica médica, los cultivos microbianos se aislan a 
partir de enfermos con el fín de confirmar el diagnóstico y 
ayudar en la toma de decisiones sobre el tratamiento. De 
hecho, una de las tareas más importantes de un microbió- 
logo clínico es la determinación de la sensibilidad a los an- 
timicrobianos de los aislados microbianos. 

En el Capítulo 20 abordamos los principios para cuan- 
tificar la actividad antimicrobiana. Se puede medir fácil- 
mente la sensibilidad de un cultivo por un método de di- 
fusión en agar o utilizando una técnica de dilución en tubo 
рага determinar la concentración inhibitoria mínima (СТМ) de 
un agente que inhiba el crecimiento (Sección 20.4). Las di- 


TABLA 24,4 
Ampicilina’ - 10m 
Ampicilina" 1008 
Cefoxitina хив 
Cefalotina ug 
Cloranfenicol 2 
Cindamkina в 
Eritromicina — ai 
Estreptomicina 10m 
Gentamicina 1006 
Kanamicina 3g 
Meticilina' WE 
Neomicina зов 
Nitrofurantoina Opg 
Penicilina G' 10 unidades 
Penicilina G* 10 unidades 
Pollmixina В 300 unidades 
Tetraciclina Iug 
Trimetroprim-sulfametoxazol 135/375 ug, 
Tobramicina 10u 


Мыз Figura 246 para a атас de una prueba pica 
fara organismos Gram negativas у самакат, 

“ума estatilococos y ongaizmos muy sensibles а ш penca. 
Para емдик 


rectrices de la Food and Drug Administration (FDA) con- 
trolan actualmente las técnicas que se emplean para anali- 
zar la sensibilidad en EE.UU, existiendo directrices pareci- 
das en otros países. 

El método de la СІМ para el análisis de la sensibilidad 
antibiótica conlleva un ensayo de dilución del antibiótico, ya 
sea en tubos de cultivo (Figura 20.10) o bien en pocillos de 
una placa de microtitulación (Figura 24.8). Se hacen dilu- 
ciones seriadas al doble para cada antibiótico en los pocillos 
y después se inoculan todos los росіПоз con una cantidad 
estándar del mismo organismo de prueba. Tras la incuba- 
ción puede observarse la inhibición del crecimiento dife- 
rentes antibióticos midiendo la turbidez. Habitualmente, 
la sensibilidad se expresa como la máxima dilución (menor 
concentración) del antibiótico que inhibe completamente 
el crecimiento, Se trata de una técnica fácilmente automa- 
tizable debido a la realización de la prueba de dilución en 
placas de microtitulación. 

Una técnica recomendada de difusión en agar se deno- 
mina método de Kirby-Bauer, llamada así en honor a sus des- 
cubridores (Figura 24.8), Se inocula una placa con un me- 
dio de cultivo adecuado distribuyendo una muestra de 
cultivo uniformemente por toda la superficie del agar. Des- 
pués, se colocan sobre А placa discos de papel de Aliro con 
una concentración conocida de distintos antimicrobianos. 
Cada disco tiene ida la concentración de antimi- 
crobíano y, tras la incubación, se anotan la presencia y el 
tamaño de las zonas de inhibición alrededor de los discos. 
La Tabla 24.4 presenta los tamaños de zonas de inhibición 
características para distintos antibióticos. Las zonas que se 


10 menos na 
280 menos г 

140 menos 1517 
140 menos 1517 
120 menos 1347 
14 0 menos 15:16 
130 menos ма? 
11 o menos 1214 
120 menos 54 
130 menos 1447 
So menos 1013 
120 menos 1316 
140 menos 1516 
25 0 menos > 

П o menos na 
8o menos sa 

10 menos 1518 
100 menos nas 
120 menos as 


* Para organismos distintas a los estabcacos. Incluye algunos organismos como enteococos y algunos bacilos Gram negativos, que pueden producir algunas im- 


кте метис. que se tata con dosis altas де peniclina С. 


808 = Capítulo 24 = MICROBIOLOGÍA E INMUNOLOGÍA CLÍNICA 


Kirby -Bauer para la determinación de 
que crezca hasta una densidad óptica determinada. (b) Se sumerge una torunda өп el cultivo líquido. (с) Con la torunda se hacen estrías 
momente sobre una placa de agar estéril (d) Sobre la placa se colocan discos que contienen cantidades conocidas de distintos antibióticos 
pués de la incubación se observan zonas de inhibición. La sensibilidad del organismo se establece por comparación en una gráfica de 

Че la zona (Tabla 24.4), (e) Sensibilidad a los antibióticos determinada por el método de dilución. El organismo utlizado es Pseudomonas 
поза. Cada Ча posee un antibiótico diferente. El empleo de placas de microtitulación permite la automatización de estas pruebas. La lectura 
punto final corresponde al росйо con menor concentración de antibiótico que no presenta evidencia de crecimiento bacteriano, El poco dal 
uierda muestra la mayor concentración de antibiótico; en los pocos de la deracha se hacen diluciones seriadas. Por ejemplo, en las Мв $ 
el punto final corresponde al tercer росйо; en la Ма 3, el antibiótico resulta ineficaz a la concentración ensayada puesto que existo crecimiental 
toriano өп todos los pocilos; en la fla 4, el punto final corresponde al primer росйо. Para un determinado agente la concentración init 
nima (СМ (Sección 20.4) se define como la menor concentración de antibiótico que inhibe totalmente el crecimiento bacteriano, 


уеп sobre las placas se miden y se comparan con datos es- cial la prueba de sensibilidad antibiótica para estos or 
tándar para establecer si el aislado es verdaderamente ѕеп- — mos, a fin de realizar una quimioterapia eficaz. Estos 
sible a un determinado antibiótico. mes, denominados antibiogramas, indican la sensibil 
La resistencia antibiótica es un fenómeno muy extendi- delos organismos aislados clínicamente a los antibióticos 
do (Sección 20.12) y explica la importancia de la prueba de иво actual. Este informe resulta particularmente vi 
sensibilidad antibiótica para los patógenos aislados de to- para seguir la pista a la emergencia de cepas de ра! 
dos los enfermos. La Tabla 24.4 muestra datos muy útiles resistentes a antibióticos, en centros como hospitales y! 
para el médico a la hora de escoger el mejor antibiótico ante — picios. 
una infección bacteriana específica. Por fortuna, muchos 
patógenos potenciales son susceptibles a distintos antibió- 
ticos, lo que facilita la labor del médico en el curso del tra- ZZ 
tamiento; sin embargo, algunos patógenos, como ез el caso Losantibióticosse utilizan con profusión en el tratamiento 
de Pseudomonas aeruginosa, son sensibles a muy pocos me- infecciones. Debe analizarse la sensibilidad de los pató 
dicamentos, Otros patógenos, como los que existen en еї distintos antibióticos antes del tratamiento para una qi 
medio hospitalario, han desarrollado resistencia a los anti- rapia adecuada. Esta aproximación tan rigurosa se usa ni 
bióticos (Sección 20.12), de ahí que sea absolutamente esen- mente en hospitales. 
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Y Describa la técnica de Kirby-Bauer. ¿Qué es lo que indica? 


/ ¿Por qué es importante para el microbiólogo clínico, el mé- 
¿ico y el enfermo la prueba de sensibilidad antibiótica? 


Seguridad en el laboratorio clínico 


Los laboratorios clínicos, por su propia naturaleza, son 
áreas en las que a diario se manejan muestras biológicas 
potencialmente peligrosas. De ahí que deba establecerse un 
protocolo definido para el manejo de muestras clínicas con 
objeto de evitar accidentes de laboratorio, En EE.UU, la ley 
establece que toda institución clínica y de investigación 
que trabaje con tejido humano o de primate, cumpla un 
plan de control en el trabajo, en los lugares donde se ma- 
nejen patógenos que se transmitan a través de la sangre- 
Esta ley fue especialmente diseñada рага proteger a los tra- 
bajadores dela infección рог el virus de la hepatitis В (VHB) 
(Sección 26.11) y el virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH) (Sección 26.14), si bien protege eficazmente a los tra- 
bajadores de la infección por prácticamente cualquier pa- 

tógeno, como consecuencia de las estrictas precauciones to- 
madas, 

Los estudios de infecciones adquiridas en el laborato- 
rio han puesto de manifiesto que la mayoria de dichas in- 
fecciones no se deben a exposiciones o accidentes conocidos 
sino que son el resultado del manejo diario de muestras del 
enfermo. Las dos causas más habituales de accidentes de 
laboratorio son la ignorancia y la falta de cuidado. Los ае- 
rosoles infecciosos que se producen durante el procesa- 
miento de la muestra, representan la causa más probable 
de infecciones de laboratorio, Los intentos de minimizar la 
exposición de los clínicos a los agentes infecciosos, y así 
disminuir el número de infecciones de laboratorio no acci- 
dentales, ha llevado a los labgratoríos clínicos bien organi- 
zados a poner de relieve las normas de seguridad que aquí 
se describen. La aplicación rigurosa de estas normas evita 
la diseminación del patógeno y satisface los requerimientos 
legales de la ley norteamericana. 


1. Los laboratorios que manejan materiales peligrosos de- 
ben restringir el acceso al recinto y apoyar al personal. 
Estos individuos deben conocer los riesgos biológicos 
inherentes a los laboratorios clínicos y actuar en con- 
secuencia. 


2, Los procedimientos eficaces para la descontaminación 
de materiales o residuos infecciosos, incluyendo mues- 
tras, jeringas y agujas, medios de inoculación, cultivos 
bacterianos, cultivos de tejidos, animales de experi- 
mentación, vidrio, instrumentos y superficies, deben 
colocarse adecuadamente y ejecutarse sin compromi- 
so. Para la descontaminación de material infeccioso que 
se haya derramado se recomienda una solución de hi- 
poclorito (lejía del 5,25%) u otro desinfectante aproba- 
Чо, Todo material de desecho potencialmente infeccio- 
зо debe quemarse en un incinerador o ser manejado 
por un manipulador de residuos autorizado. 


3. Debe vacunarse correctamente al personal que trabaje 
соп agentes infecciosos о vacunas peligrosas (por ejem- 
plo, vacunas de la rabia, polio о difteria-pertusis). Las 
personas que trabajen con tejido humano o de primate 
deben vacunarse contra el VHB. 


4. Todas las muestras clínicas deben ser consideradas 
сото potencialmente infecciosas y manejarse de forma 
pertinente. Esto es especialmente importante para la 
prevención de hepatitis adquirida en el laboratorio de- 
bido a la relativa frecuencia del virus de la hepatitis en 
muestras clínicas (Sección 26.11), 


Todos los pipeteos deben hacerse con dispositivos de 
pipeteo automático (no con la boca), у las jeringas, agu- 
jas y centrífugas clínicas deben emplearse siempre con 
un equipo biológico adecuado. 

6. Е manejo de animales debe realizarse exclusivamente 
por personal de laboratorio adiestrado, debiéndose re- 
Currira los anestésicos o tranquilizantes para evitar el 
daño tanto al personal como a los animales. 


7. El personal de laboratorio debe llevar puesto batas de 
laboratorio, zapatos sellados, guantes de látex, másca- 
ras, protección ocular, dispositivos de respiración cuan- 
Чо sean necesarios, y Otras barreras de protección cuan- 
Чо se estime oportuno, según el nivel de exposición y 
la gravedad de la infección potencial, Estos dispositivos 
de barrera deben igualmente ser almacenados adecua» 
damente y descontaminados después de su utilización. 
El personal de laboratorio debe cuidar igualmente la 
higiene personal еп lo que se refiere al lavado de ma- 
поз. Nunca estará permitido en el laboratorio clínico 
comer пі beber, aplicarse crema de labios o llevar len- 
tes de contacto. 


8. Teniendo en cuenta los riesgos especiales que se asocian 
con el SIDA, todas las muestras clínicas deben tratarse 
сото si tuvieran VIH, Siempre que se maneje una mues- 
tra de cualquier tipo, debe usarse guantes de látex o de 
vinilo. La posibilidad de producir un aerosol durante la 
preparación de la muestra, obliga a llevar máscaras con- 
tinuamente. Las jeringas no deben volverse a calentar, 
doblar o romper; deben colocarse en un contenedor eti- 
quetado diseñado expresamente para este fin que debe 
ser sellado y auloclavado antes de desecharlo. 


Estas normas de seguridad deberían constituir la regla 
para todos los laboratorios clínicos. Los laboratorios clini 
соз especializados pueden tener otras nòrmas para garan- 
tizar un ambiente de trabajo seguro, Por ejemplo, si el per- 
sonal de laboratorio maneja rutinariamente patógenos 
e muy peligrosos (como el agente etiológico de la 

tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis), debe dotarse al la- 
boratorio de dispositivos especiales como salas con presión 
negativa, cabinas de seguridad biológica (Figura 204) y fil- 
tros de aire, para prevenir la liberación accidental del pató- 
geno del propio laboratorio. En el análisis final, sin embar- 
о, ев la actitud del personal la responsable de la seguridad 
O inseguridad del laboratorio сото lugar de trabajo. Cual- 
quier laboratorio clínico es un lugar potencialmente peli- 
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groso para personal que no esté adiestrado, o para los que 
по deseen poner en práctica las medidas destinadas a pre- 
venir la infección adquirida en el laboratorio. 


/_24.4 Revisión de conceptos 


La seguridad en el laboratorio requiere un entrenamiento y pla- 
nificación eficaces y un cuidado en la prevención de la infección 
еп los que trabajan con patógenos en el laboratorio. Materiales 
como medios de cultivo inoculados, agujas y muestras de en- 
fermos requieren precauciones específicas para un manejo se- 
кч. 
+ ¿Cuáles son las principales precauciones necesarias para 
prevenir la diseminación de un patógeno que se transmite 
а través de la sangre entre el personal de laboratorio? 


Y ¿Cuáles son las principales causas de infección adquirida 
en el laboratorio? 


I1 INMUNOLOGÍA Y MÉTODOS 
DE DIAGNÓSTICO CLÍNICO 


Elinmunodiagnóstico es utilizado frecuentemente en el la- 
boratorio clínico para la detección de patógenos especifi- 
cos y de sus productos. Son usados para confirmar los ca- 
sos de crecimiento y también para identificar los agentes 
etiológicos cuando el crecimiento falla. Cuando los test de 
crecimientono son rutinariamente posibles y cuando hay 
dificultades grandes para conseguirlo, como en el caso de 
las infecciones víricas, incluido el VIH, el inmunodiagnós- 
tico proporciona un método relativamente simple para 
identificar el patógeno, 


enfermedades infecciosas 


El inmunodiagnóstico detecta la respuesta inmunitaria para 
las moléculas del patógeno. En muchos casosda respuesta 
inmnunitaria del paciente puede indicar infección por pa- 
tógeno. En otros casos, los anticuerpos son usados para 
identificar el patógeno ín vitro. 


Inmunidad para la infección 

En el Capítulo 22 se explicó la respuesta inmune. En la Fi- 
gura 22.2 se resumen los aspectos más relevantes de la in- 
munidad. La respuesta del organismo a los patógenos es 
un proceso en tres etapas. Cuando el patógeno nunca ha 
entrado en contacto con el organismo, en primer Jugar el 
patógeno ha de ser reconocido. Habitualmente este reco- 
nocimiento corre а cargo de un grupo de células llamadas 
fagocitos (Sección 22.2). Por fortuna, los fagocitos ingieren 
y destruyen la mayoría de patógenos (un proceso denomi- 
nado fagocitosis). La fagocitosis es específica y la diana pue- 
Че ser cualquier sustancia extraña, incluyendo los patóge- 
nos y sus componentes. 


En la segunda fase de la inmunidad, los fagocitos pre- 
sentan los antígenos derivados del patógeno (proteínas del 
patógeno destruido) a linfocitos ficos de antígeno. 
denominados células Т (Sección 22.1). Algunas células Т. 
se denominan células Т colaboradoras (Ту) porque по ac- 
túan directamente sobre el patógeno sino que reclutan y 
estimulan (colaboran) otro grupo de células específicas de 
antígeno denominadas células. Un tipo de las células Ти, 
las células específicas de antígeno Ty], atraen y activan à 
los fagocitos como macrófagos y neutrófilos, causando la 
inflamación y limitando el progreso de la infección (Sec 
ción 227). Las Т2 activan las células В, que responden en- 
tonces produciendo proteínas solubles específicas de anti- 
geno denominadas anticuerpos (Secciones 228 y 22.9), En 
los 5 primeros días se produce habitualmente una respuesta 
primaria de anticuerpos, si bien los anticuerpos no alcanzan. 
cantidades máximas durante varias semanas. Los anti 
cuerpos, al ser específicos de antígeno y por tanto especí- 
ficos de patógeno, son componentes críticos de la respuesta 
inmune. 

Los anticuerpos interaccionan específicamente con e] 
antígeno sobre las células diana pero no matan las células 
Existe un grupo de enzimas inespecíficas conocido en co 
junto como «complemento» (Sección 22,10), que puede jaf 
se a los anticuerpos unidos al patógeno y lisar las células: 
соп el anticuerpo unido, Por ejemplo, anticuerpos espec 
ficos contra proteínas de la superficie de Salmonella spp. 
interaccionan sólo con Salmonella: el complemento provoca 
la lisis de la célula de Salmonella sensibilizada por el 
cuerpo, pero по la de las células de Escherichia coli que na 
están sensibilizadas por el anticuerpo, Por tanto, la ге 
puesta inmune es específica para antígenos individuales, 
depende de anticuerpos específicos, pero puede ser m 
diada o estimulada a través de mecanismos no especifi 
сото el complemento. 

En muchos casos, la inmunidad mediada por ant 
pos по es un mecanismo eficaz para controlar la di 
ción de la infección. Algunos agentes infecciosos parasitam 
el organismo desde el interior de las células. Por ejemplo, lo 
virus animales se reproducen utilizando los sistemas celu 
lares del hospedador y, en consecuencia, gran parte de 
ciclo vital transcurre en el interior de las células del hı 
dador (Sección 9.10). De igual modo, bacterias como Мус 
bacterium tuberculosis, agente etiológico de la tubercul 
se mantiene preferentemente en el interior de los fagocitas 
(Secciones 22.2 y 26.5), Teniendo en cuenta que los 
cuerpos están armados para reconocer el patógeno libre 
la sangre o en las superficies mucosas, las células infect 
del hospedador deben ser identificadas y destruidas ро 
diferentes medios, generalmente a través de interaccio 
célula a célula propias de la inmunidad celular. Por ќо 
todos los patógenos endógenos producen antígenos quez 
su vez son presentados sobre la superficie de células dian 
infectadas. El antígeno es reconocido por una célula T ei 
tóxica (Tc) y actúa directamente sobre la célula diana 
fectada secretando proteínas citolíticas, llamadas perfor 
que destruyen la célula infectada (Sección 22.6). 

Antes de la exposición al antígeno no existe inmur 
específica útil, pero tras la exposición al antígeno ара! 
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células T y В inmunes, y se detectan anticuerpos circulan- 
tes hasta un cierto nivel pudiendo persístir durante años. 
Pero lo que es más importante, las células que son capaces 
de fabricar anticuerpos aparecen ahora en grandes canti- 
dades. Una segunda estimulación antigénica por reinfec- 
ción genera una respuesta inmune muy rápida y extraor- 
dinariamente potente que alcanza su máximo en unos días, 
casi siempre а una intensidad de varios órdenes de magni- 
tud mayor que la respuesta primaria (Sección 22.9). Esta 
respuesta secundaria de anticuerpos localiza el patógeno rápi- 
damente y lo destruye, de ahí que se diga que la respuesta 
inmune tiene memoria. La memoria se caracteriza por una 
elevación rápida del шо de anticuerpos o cantidad; a par- 
tir de ahora emplearemos este principio para el seguimiento 
delas infecciones. 


Títulos de anticuerpos, test de piel 
y diagnóstico de enfermedad infecciosa 
Enel diagnóstico de una enfermedad infecciosa no siempre 
es posible el aislamiento del patógeno. Una posible alter- 
mativa, en estos casos, es cuantificar el título de anticuerpos 
frente al patógeno del que se sospecha. Como se expuso 
соп anterioridad, cuando un individuo sufre una infección 
de la que es sospechoso el patógeno etiológico, el título de 
anticuerpos frente a dicho patógeno debería elevarse. El ti- 
tulo de anticuerpos puede medirse mediante aglutinación, 
precipitación, enzimoinmunoanálisis (ELISA), métodos de 

ovilización o radioinmunoensayo (RIA), dependiendo 
de la situación. La técnica general consiste en establecer 
luna serie de diluciones del suero (habitualmente dilucio- 
nesal doble; 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y así sucesivamente) y 
determinar la dilución máxima a la que se produce la rea 
tión antígeno-anticuerpo. Estos métodos se denominan 
tests serológicos porque todos ellos utilizan suero del pa- 
Gente. 

Una sola medida del titulo de anticuerpos no indica in- 
lección activa. Después de 1 infección, muchos anticuer- 
pos dan títulos altos durante mucho tiempo; para estable- 


Gêr que una enfermedad aguda se debe a un determinado 
patógeno, es esencial demostrar una elevación del titulo de 
Anticuerpos en muestras sucesivas de suero del mismo en- 
fermo. Habitualmente el título de anticuerpos És bajo du- 


fante la fase aguda de la infección y se eleva durante la con- 
valecencia (Figura 24.9). Dicha elevación en el título de 
anticuerpos constituye la mejor indicación de que la enfer- 
¡medad se debe al agente sospechoso y es también útil en el 
diagnóstico de la enfermedad infecciosa de naturaleza cró- 
nica, como ocurre en la fiebre tifoidea y la brucelosis. En 
älgunos casos, sin embargo, la mera presencia de anticuer- 
pos puede ser suficiente para indicar infección. Así sucede 
“cuando el patógeno se presenta raramente en la población, 
de tal modo que la presencia de anticuerpos es suficiente 
га indicar la existencia de una infección en el individuo. 
In ejemplo significativo es el síndrome de inmunodefi- 
'tiencia adquirida (SIDA) (Sección 26.14). Discutiremos los 
"métodos para la determinación de los anticuerpos anti VIH 
“en las secciones 24.11 у 24.12, 
Desafortunadamente, no todas las infecciones dan lu- 


¿gara la formación de anticuerpos generalizados. Cuando el 


Temperatura corporal ( 
24885 
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tcs no tratada La кота де la затеи córpora proporiónA 
una mec dla evolución де ки airtomas ricos Б lo de ant- 
cuerpos se mide determinando la mayor ción que produce ia agu- 
tinción de una copa de prueba де Samana рн E ho ê muestra 
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«йлап La presencia da baciarla valo өп sangro, hoos y ога. 
ss determina a parir de cutivos periódicos, Оомат и ө aclara- 
miento del patógeno de la sangre ocurre a medida que aumenta el 
bdo de anticuerpos, у que se requiero mayor tiempo para su aclara- 
miento de haces y onna. La temperatura corporal desciende а valoras 
normales a medida que aumenta el tiio de anticuerpos. Enton delos 
па Foose daun eolo радан біо qua коп л alumn da сө т 
Sutados bienio de un gran número de enfermos 


patógeno está muy localizado, la inducción de una res- 
puesta inmune es minima y no se produce un incremento 
еп el título de anticuerpos, incluso en el caso de que el pa- 
tógeno prolifere profusamente en el foco infeccioso, Un 
buen ejemplo lo representa la gonorrea. Esta infección de- 
bida a Neisseria gonorrhoeae no desencadena una 

inmune generalizada y, por tanto, no suele ser habitual que 
se produzca una reinfección en un individuo ya curado 
(оёте Secciones 24.1 y 26.12). 

La presencia de anticuerpos en el suero, en otros casos, 
puede deberse a la vacunación. De hecho, la cuantificación 
de la elevación del título de anticuerpos tras la vacunación 
es una de las mejores formas para determinar la eficacia de 
la vacunación, 

La prueba de piel es otra manera de determinar exposi- 
ción a un patógeno, La más común de estas pruebas es la 
prueba de la tuberculina, que consiste en inyectar intradér- 
micamente un extracto de Mycobacterium tuberculosis, Una 
inflamación en el lugar donde se produjo la inyección 48 
horas después indica estado de infección o exposición pre- 
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VIH (SIDA) Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ELISA 
Borrelia burgdorferi (entermedad de Lyme) Flagelina ELSA 
Proteínas de superficie Immunoblot 
Prueba bactericida (Sección 27.4) 
Brucella Antigeno de la pared celular Aglutinación 
Candida albicans (enfermedad por levaduras) Estracto soluble de proteínas fúngicas Prueba cutánea 
Corynebacterium diphtheriae (difteria) Toxina Prueba cutánea (prueba de Schick) 
Virus de la gripe de virus de la gripe Ensayo basado en el complemento 
Células de la nasofaringe conteniendo Inmunofluorescencia 
virus de la gripe 
Mycobacterium leprae (lepra) Lepromina (estracto soluble Prueba cutánea 
е proteinas bacterianas) 
Mycobacterium tuberculosis Tuberculina (proteínas bacterianas. Prueba cutánea. 


(tuberculosis) 


Neisser meningitidis (meningitis) Polisacárido capsular Hemaglutinación pasiva (el 
Polisacárido de N. meningitidis 
Se adsorbe a los eritrocitos) 

Pneumocystis carinii y Células de P. carinii Inmunofluorescencia 
(infección еп los pulmones) 

Enfermedades por ricketsias (fiebre Q, Células muertas de ricketsias Ensayo basado en el complemento 
tifus, fiebre maculosa то pruebas de aglutinación de células 
de las Montañas Rocosas) ELISA 

Salmonella (gastroenteritis) Antigeno Oo H Aglutinación (prueba де Widal) 

ELSA 

Streptococcus (grupo A) Estreptolisina O (exotoxina) Neutralización de la hemólisis 
(garganta inflamada y fiebre escarlata) DNasa (proteína extracelular) Neutralización de la enzima 

Treponema pallidum (sifilis) Cardiolipina-lecitins-colesterol Prueba de floculación [Venereal 

DiseaseResearch Laboratory (VDRL) 

Vibrio cholerae (cólera) Antígeno O Aplutinación 


*Salyo en las pruebas cutancas y еп las pruebas de inmunofluonescencia, e analiza el suero del enfermo para detectar anticuerpos 
cos. La prueba cutánea para C йитә, tuberculosis y М. кут гыга Т Iupersensiblidad retardada Para C dipiryheriar aprueba de Schick detecta апд. 
lizantes de la toxina. Todos los demás test se usan para metir ls niveles de anticuerpos del suero 


po en aero cu 


vía a M. tuberculosis. Esta prueba indica inmunidad retar- 
dada causada por células ТҺ1 (Sección 22.13). Estas pruebas 
se utilizan rutinariamente para el diagnóstico de la tuber- 
culosis y la lepra (Sección 265), así como de мяа variedad 
de enfermedades fúngicas (Sección 27.7). 

Algunas de las pruebas más comunes para el inmuno- 
«diagnóstico se pueden ver en la Tabla 24.5. 


/_24.5 Revisión de conceptos 


Una respuesta inmune es el resultado natural de una infección. 
Se puede utilizar una respuesta inmune específica, particular- 
mente los títulos de anti y las pruebas de piel, para pro- 
veer información válida relativa a las infecciones уре 
sentes y en la convalescencia 


+ Describa el desarrollo de un título de anticuerpos positivo 
рага ип patógeno en la fase aguda y la convalescencia dela 
enfermedad. 


4 Describa el método, el tiempo y la racionalidad para la prue- 


ba de la tuberculina, ¿Qué componente de la respuesta in- 
mune detecta esta prueba? 


Prueba bactericida (en presencia 
del complemento) 
ELISA 


contra los antigeno especifi: 


Сото ya se expuso en la Sección 22.4, la respuesta h 
ral (véanse Secciones 22.8 y 22.9) normal a un antígeno 
nifica que muchas células В son estimuladas para р 
anticuerpos frente un antígeno complejo. Sólo un п 
concreto de las inmnunoglobulinas están dirigidas 
un antigénico determinante (epítopo). El antisuero 
tante es una mezcla de diferentes anticuerpos y se 
сото un anticuerpo policlonal. Aunque esta población 
anticuerpos puede conferir una protección adecuada al 
pedador, generalmente es específica para una variedad 
determinantes. Estos anticuerpos no son precisamente 
producibles porque son la suma de muchos anti 
producidos por un animal en un tiempo concreto, Para! 
nes diagnósticos, estos anticuerpos, aunque muy ро! 
son muy difíciles de estandarizar. 

Sin embargo cada inmunoglobulina es producida 
шпа sola célula В (Sección 22.9) y una célula В clonada. 
de producir їп vitro cantidades ilimitadas de una i 
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globulina específica. Por otra parte, los anticuerpos mono- 
clonales son productos de clones de células únicas. Los clo- 
nes de células В pueden guardarse y congelarse, y luego 
pueden ser reactivados proveyendo шпа fuente inagotable 
de anticuerpos específicos. La tecnología de los anticuer- 
pos monoclonales ha suplantado de este modo a las técni- 
cas políclonales estándar en muchas aplicaciones ínmuno- 
diagnósticas. La Tabla 24.6 compara las propiedades de los 
anticuerpos monoclonales у políclonales. 


Anticuerpos monoclonales е hibrodomas 

Los linfocitos productores de anticuerpos normalmente 
mueren a las pocas semanas (in vitro), por lo tanto, hay que 
modificar los linfocitos B para permitirles vivir en cultivo, 
Los linfocitos productores de anticuerpos son fusionados 
соп células В tumorales, a las que se denominan mielomas. 

Un mieloma puede dividirse indefinidamente in ойто. Por 
ejemplo, la célula inmortal que se produce al fusionar una 
célula В a un mieloma se denomina hibridoma. El hibridoma 
comparte las dos propiedades de las células que se fusio- 
nan: crecer indefinidamente in vitro y producir anticuerpos 
(Figura 24.10) 

Para producir un anticuerpo de interés se inmnunizaa 
un ratón соп un antígeno concreto. Durante las semanas si- 
guientes las células B se dividen y el ratón empieza a pro- 
ducir anticuerpos (Sección 22.9). El bazo, que es rico еп cé- 
1шав В, se le quita al ratón y se fusiona con un mieloma 
(Figura 24.10). Sin embargo el número de hibridomas via- 
ble es sólo un bajo porcentaje de las células totales, Los hi- 
bridomas son seleccionados por adicción de hypoxantina, 
атїлор!егїпа y timidina en el medio de cultivo in vitro (me- 
dio de cultivo HAT). El medio HAT para el crecimiento de 
las células que no están fusionadas, porque son incapaces 
de utilizar la hipoxantina y timidina por bloquear la ami- 
поріегіпа su metabolismo (un veneno celular), Los hibri- 
domas son capaces de vivir en HAT porque reciben esta in- 
formación de la célula В. Las células sin fusionar mueren al 
poco tiempo porque no pueden vivir sólo unas pocas divi- 
siones celulares. Después de la fusión los productores de 
anticuerpos deben ser identificados. 

Un ELISA muy sensible (véase Sección 24.11) se puede 
usar para identificar los hibridomas que producen anti- 


TABLA 24.6 

Contiene muchos anticuerpos Contiene un sólo. 
reconociendo muchos anticuerpo reconociendo 
¿determinantes de un sólo un antígeno 
antígeno 

Varias clases de Зе produce una sola clase 
anticuerpos están presentes de anticuerpo. 

(UG, IgM, etc) 

Puede hacer un anticuerpo Puede hacer un anticuerpo. 
especifico usando sólo un especifico usando un 
antigeno muy purificado antigeno impuro 

Reproducibilidad y Muy reproducible 


estandarización dificiles 


و س 
y Е о‏ 


өп placas de multipocil. 
deseado. 
å 
do tumor 
en un ratón Cultivo de tojidos 


ПЕЕ Ls técnica dei nibridoma y la producción de anti- 
¡Cuerpos monoclonales. El hibridoma puede ser cultivado indefinida- 
mente о pasado a través de animales como un tumor. Los hibridomas 
pueden ser congelados y reconstituidos en cultivo de tejidos о en ani- 
mal adecuado. 
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Técnicas y Aplicaciones ... 


uchas agencias del gobierno y 

empleados privados tienen pro- 
gramas para controlar el abuso de drogas en 
el puesto de trabajo, Si una persona usa dro- 
gas los metabolitos de óstas зө secretan por 
la orina. El tast de оппа permito detectar el 
usa de drogas. El uso de testa para el cana 
bis (marihuana), cocaína, fenicicicina, anta- 
laminas, propoxoleno, benzodiacepina, оріа- 
ceos, esteroides y barbitúricos. 

Dada la pequeña cantidad de drogas о 
metabolitos de drogas que se encuentran en 
la orina, ве usan métodos extremadamente 
sensibles pero estos métodos también ta- 
пеп que ser muy especificos. Los proca- 
¡mientos inmunológicos son los más uti- 
lizados porque son los más específicos y 
sensibles, para el control de la orina. Dos 
métodos son los más usados para la orina, 
0l RIA y ol ELISA. Para ө! ensayo en orina 
un anticuerpo debe prepararse para la droga 
у al metabolito de la droga. El anticuerpo ro- 
¡conoce un determinante antigónico de la dro- 
оа. El ensayo se hace por un principio de 
competición entre el antígeno marcado y el 
“antígeno sin marcar (la droga о el metaboli- 
10 de la droga en orina) para el sitio de unión 
del anticuerpo especifico: Tanto en al tast RIA 
сото өп el ELISA, cuanto mayor sea la can- 
lidad de droga que hay en la orina, menor 
será la droga marcada que se antazará. 

En ol RIA, cantidados de droga marcada 
son añadidas a la orina, acompañadas de 
cantidadas de anticuerpo para la droga. La 
presencia de la droga es determinada por la 
cantidad de anticuerpo unido al sustrato $ô- 
lido: Сото la concentración de la droga en 
orina crece, la radiactividad decrece. Con- 


Test de orina para detectar el abuso de drogas 


centracciones de droga de 1-5 mg/m pue- 
деп ser detectadas en 1-5 horas. El test do 
FIA se utiliza a gran escala, porque se pue- 
де automatizar el pipeleo y el contaje. 

Ел el ELISA, el antígeno (droga) es co- 
valentemente unido a una enzima, comun- 
mente glucosa-6-ostato deshidrogenasa, 
cuya actividad puedo ser detectada por un 
simple ensayo coloriméco. La enzima һ- 
gada a la droga ез asociada соп el anti- 
cuerpo, pierde la actividad enzimática y la 
enzima libre puede reaccionar con el sus- 
rato La orina se mezcla соп un anticuerpo 
para la droga, la glucosa-6-lostato deshi- 
drogenasa-droga y la glucosa-6-ostato. Si 
la droga está presente en la orina, compite 
con la enzima-droga por el anticuerpo, у 
таз enzima está ibre para reaccionar con el 
sustrato. Así cuanta más droga haya өп la 
оппа, el color será más intenso. El ELISA 
tene la ventaja do que al tiempo es corto y 
«і color ве detecta de lorma sencila. Sin om- 
bargo al ELISA es menos sensible que ol 
FIA. El ELISA өв útl cuando un número po- 
queño de muestras requiere ser analizado 
y el sitio donde se recoge la orina está lojas 
del laboratorio. En ocasiones se ponen los. 


reactivos en la tiras de papel, provomiendo. 
que Jos que no tengan experiencia en el uso 
де reactivos puedan hacer la analltica (vêa- 
зела foto). Para la gran escala, se han dise- 
ado robots que pueden procesar hasta 
18 000 muestras de orina por hora, cada 
muestra marcada por un código de barras. 

Tanio monocionales como policlonales 
pueden usarse en el test de orina. Los mo- 
noclonales tienen la ventaja de tener espe- 
ойбай definida, pero no siempre tienen tan 
ала espefîcidad por la droga como los poll- 
¡cionales blen seleccionados. La selección de 
un anticuerpo depende de la especifidad y 
la sensibilidad necesarias, del coste del pro- 
додо y de а locilcdad de uso. 

Un problema que se plantea para los 
métodos inmunológicos es la reactividad. 
cruzada para los otros productos presentas. 
еп la anna. Por ejemplo, el ibuproleno llana, 
recivdad cruzada con la marihuana өп al- 
gunos test, y la histamina y а ditonihidrami- 
na pueden interterir өп ELISA con la meta= 
dona, una droga controlada. Debido а los 
taisos positivos, hay que говігаг una cro- _ 
matogratia de gases y cromatografía líquida. 
de айа precisión. Se dispone de métodos _ 
combinados de ospectrometía de таван _ 
соп cromatogralía extremadamente sensi- 
les, que son muy ities para indontlicar dro- 
gas poco trecuentes о drogas que sôlo pro- 
vocan ила вЫ respuesta inmunitaria. 

Los tests inmunológicos de orina han 
promovido su uso para el control de drogas 
еп el puesto de trabajo. La Inmunología ha 
probado que se puede usar para la detec: 
¡ón de drogas en оппа өп la sociedad mo- 
бота. ж 


cuerpos monoclonales. En una típica fusión se producen 
anticuerpos para muchos determinantes antigénicos dis- 
tintos. Cuando los clones son identificados pueden crecer 
los hibridomas y los anticuerpos se pueden recolectar del 
sobrenadante de cultivo. Los hibridomas pueden crecer in- 
definidamente o también se pueden guardar congelándo- 
los. Los hibridomas se pueden descongelar y producir an- 
ticuerpos específicos. 


Usos diagnósticos y terapéuticos 

Un anticuepo monoclonal, por lo general, es muy 
со para un solo determinante antigénico y de ahí que sea: 
tremadamente útil en inmunodiagnóstico, con aplicaci 
ilimitadas (por ejemplo, vénse el texto «Test de orina рага 
tectar el abuso de drogas»). Los anticuerpos топос} 
son usados en general en tests de diagnóstico clínico, 
do inmunológico de bacterias e identificación de céh 


Kits de inmunodiagnóstico a la venta 


Д тонне 

hacen test de inmunodiagnós- 
tco para público general. En todas las tar- 
macias hay test de embarazo y test para 
determinar la ovulación en la mujer 

Estos tests se basan өп la hormona se- 
огада en la orina. Todos los test de emba- 
razo detectan en la оппа la gonotropina corió- 
ica humana (HCG), Cuando el óvulo es 
tertlizado, produce HCG que funciona para 
mantener el cuerpo Клео y mantener el om- 
baraza. Cuando se mantiene el embarazo, el 
embrión mismo produce y ога cantidades de 
НОО, La hormona, producida añora en gran- 
боз cantidades, es iberada a la comente san- 
guinea, olíminada por los riñones y excratada 
соп la orina. La menstruación normal que зе. 
produce de 10 а 14 días dospués de la ovula- 
ción, si ө! óvulo по өз ferlizado, no бопе lu- 
gar y la НСО presente on la orina өз suficien- 
lamonto grande para вог detectada өп este tipo 
бо өө! La dotección do HCG en orina deter- 
mina que la mujor ostá embarazada. Los tosts 
Advierten que зе puede detectar ol embarazo. 
i mismo dia de la párdida de la menstruación, 
sto өз de 10 а 14 días después de la lecun- 
dación, pero no el primer dia de ambarazo. 

La sencilez es la clave del kit Dado que 
по odo ol mundo está entrenado өп proce- 


ов де laboratorio, el test debe ser sencilo y 
los resultados fáciles de interpretar. Lo co- 
mun es que la paciente saque una muestra 
Фо оппа, en el test más sencilla paciente 
moja la tra de papel en la orina. En otros test 
hay que pasar la orina por un tro o meter la 
ша өп la orina, y después meter la tra en 
Оша solución Los resultados se deben a un 
cambio de color: un cambio de color de la 
tra о го, de blanco a rosa (véase Fura), 
durante 30 minutos o menos. Todos los tests 
comparten ciertos principios. La HCG de la 
оппа өз unida а un monoclonal que se in- 
moviliza өп un soporte sólido, la ira o ei ti 
но Luego, un segundo monoclonal espacil- 
co para la HOG en solución para а ма o el 
Мо reacciona con el anticuerpo inmoviiza- 
do HCG. Esto segundo anticuerpo está uni- 
бо a particulas de oro coloidal. Si el segun- 
do anticuerpo reacciona con la HCG, se 
inmnoviiza y se muestra un color. 

Estos tosts son modificaciones de SPIA. 
y son usados por los médicos para diagnos- 
бом enfermedades. Por ejemplo, un numero 
de tosts зе amplea para la detección de an- 
допов de Staplococcuus pyogenes, que 
Causa dolor de garganta. Normalmente re- 
Quiero aislar ө donwfcar el ostrplococo, un 
proceso que necesita бе mataria y personal 


preparado. Dado que se necesita incubar la 
muestra, la respuesta no estará preparada 
poro menos en 16 horas. Los resultados se 
procesan en minutos, usando material anti- 
¡eno de la garganta. Algunos Kits están dis- 
ропіев utilizando anticuerpos que reaccio- 
пап con las proteinas propias. Estos Kits son 
habituales para la detección de entermeda- 
дев autoinmunes, como la artritis rouma- 
toide, 

Estos tests tenen varias vontajas. Son 
áciles de manejar, no requieran experiencia 
cnica, son poco caros y exactos; tenen vida 
larga y no requieren condiciones de almaco- 
naje. Sin embargo, hay desventajas: son tests. 
ualitatwos, lo que significa que sólo se pue- 
вп usar cuando el resultado vs absoluto. Por 
ejemplo, uno decido sl la mujor está omba- 
тагада о по. Sin embargo la medición cuan- 
thativa de los antígenos es necesaria an al- 
gün caso сото, por ejemplo, өп el tost que 
determina si hay anutoanticuerpos, Además 
muchas empresas no presentan al control po- 
ısiivo о педа, que aseguran que al last 
funciona de manera razonable. Los resulta- 
дов во deben interpretar соп precaución, y 
los resultados posttivos о negativos pueden 
resultar erróneos cuando el test no ha esta- 
о bien realizado о faltan reactivos. а 


соп antígenos extraños (por ejemplo, células infectadas con 
virus). Los anticuerpos monoclonales son usados para me- 
dir y cuantificar productos no detectados por otros métodos 
у son una gran promesa para el tipaje sanguíneo y la de- 
terminación del embarazo. Por ejemplo, en la determina- 


ción del embarazo, hay anticuerpos monoclonales que se 
utilizan para determinar hormonas específicas del mismo 
(vénse el recuadro «Kits de inmunodiagnóstico a la venta») 
Dada su especificidad se utilizan monoclonales para tratar 
el cáncer de humanos. 
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TABLA 24.7 


Soluble Ninguno 

En la célula o una particula inerte Ninguno 

Flagelos Ninguno 

En la bactaria Complemento 

En la bactaria Completo 

En el eritrocito Complemento 

Torina Ninguno 

Virus Ninguno 

En la bactaria Fagocitos y complemento 


Las células malignas contienen un número grande de 
antígenos que no expresan las cólulas normales. Los antí- 
genos tumorales son específicos. Los anticuerpos monoclo- 
nales preparados contra los antígenos tumorales tienen 
сото blanco específico las células malignas y se usan para 
liberar toxinas directa y específicamente contra ellas, Exis- 
ten muchos tests clínicos donde se unen proteínas a anti- 
cuerpos tumorales. La especificidad de los tratamientos con 
anticuerpos antitumorales puede suponer una mejora de 
la quimioterapia anticancerosa por prevenir el uso de la 
quimioterapia y la radioterapia, que frecuentemente dañan 
la células tumorales y las normales. 


/_24.6 Revisión de conceptos 


Los anticuerpos policlonales y monoclonales son usados para la 
investigación y los ensayos clínicos. Los anticuerpos monoclo- 
nales (hibridomas) producen monoespecíficos у reproducibles. 
para una gran variedad de propósitos clínicos, diagnósticos y de 
investigación 


Y ¿Puede un anticuerpo policlonal reconocer una variedad de 
determinantes? 


Y ¿Qué ventajas tienen los anticuerpos monoclonales sobre 
los policlonales? 


Е: оноо 
in vitro: 


El estudio de las reacciones antígeno-anticuerpo in vitro es 
denominada serología. Las reacciones serológicas son la 
base de los tests de serología diagnóstica. La interacción 
específica se basa en el reconocimiento de la variedad an- 
tigénica por las regiones variables de los anticuerpos. 

Опа variedad de tests serológicos son usados para iden- 
tificar antígenos, dependiendo de las propiedades del anti- 
geno y de las condiciones elegidas de la reacción (Tabla 247). 


Especificidad y sensibilidad 

El uso de los tests serológicos es dependiente de la sensibi- 
lidad y especificidad. La especificidad es la habilidad de 
reconocer un antígeno individual. Un óptimo nivel de es- 


Precipitación (Sección 247) 
Aglutinación (Sección 24.5) 
Inmobilización о aglutinación (Sección 248) 


espeficidad para cada test debe medirse experimentalmen- 
te y ser verificada cuando el test se use. 

La sensibilidad define la más baja cantidad de anti- 
geno que puede ser detectado, El más alto grado de 
sibilidad requiere que una sola molécula de antígeno 
detectada. La alta sensibilidad previene que reacci 
falsos negativos. La sensibilidad de algunos tests com 
se muestran en la Tabla 24.8, donde se muestra la canti 

i que se necesita para detectar el anti 
La cantidad de antigeno detectado es proporcional a 
cantidad de anticuerpo utilizado. Por ejemplo, las in 
noprecipitaciones requieren cantidades grandes de a 
cuerpos y generalmente detectan de 0,1 a 1,0 mg de апі 
geno. Por lo tanto, los tests de precipitación son los 
sensibles tests serológicos. En el otro extremo están 
ELISA (véase Sección 24.11), que requieren 100 000 
menos ant para detectar 1 millón de veces más 
antígeno (0,1 а 1,0 ng). Por lo tanto los tests de ELISA, 
los más sensibles test serológicos, 
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Neutralización 

La neutralización es la habilidad del anticuerpo para eli- 
minar o reducir significativamente su actividad biológica. 
Las reacciones de neutralización pueden ocurrir tanto in vi- 
tro como in vivo. 

Por ejemplo, la inactivación de un anticuerpo por una 
toxina microbiana puede ocurrir cuando el anticuerpo se 
combina con la parte activa de la toxina y es bloqueada la 
toxina (Figura 24.11). La neutralización ocurre para muchas 
úexotoxinas como se ve en la Tabla 21.4. Un anticuerpo que 
neutraliza la toxina es una antitoxina. Las reacciones de neu- 
tralización también pueden ocurir con virus, los anticuer- 
pos bloquean el virus. Los anticuerpos frente a la hema- 
glutinina y la neuroaminidasa bloquean la unión a los 
receptores celulares in vitro (Sección 26.8), 

Las reacciones de neutralización también se usan in vi- 
iro en tests, en unos pocos laboratorios porque los tests de 
neutralización requieren sistemas biológicos. 


Precipitación 

La precipitación es la interacción de un antígeno soluble 
соп un anticuerpo soluble para formar un precipitado in- 
soluble. Los anticuerpos generalmente tienen dos sitios 
de unión al antígeno (son bivalentes) (Sección 22.8). Por 
lo tanto, es posible que un sitio se una con una molécula 
de antígeno diferente. Si el antígeno tiene más de un dı 
terminante disponible, el agregado se puede formar de 
varias moléculas de antígeno y anticuerpo (Figura 24.124). 
Porque son bien vistas in vitro, las reacciones de precipi 
tación son informativas en tests serológicos, especial- 
mente para la medición cuantitativa de la concentracción 
Че anticuerpos. La precipitación ocurre cuando se encuen- 
tran las dos substancias en concentracciones óptimas. La 
presencia excesiva de antígeno o anticuerpo da unos pre- 
dpitados muy pequeños, también inmunocomplejos so- 
tubles. 

Las precipitaciones en gifles de agar, en el test de in- 
pmunodifusión, son usadas para estudiar la especificidad 
de las reacciones antígeno-anticuerpo. Los dos, antígeno 
y anticuerpo, difunden del pocillo, y se forma un preci- 
pitado donde el antígeno y el anticuerpo están en con- 
centracciones óptimas (Figura 24.120). Las fořfnas de las 
bandas de precipitación son características de las subs- 
tancias cuando los dos pocillos del antígeno están pró- 
Nimos y junto al anticuerpo. Por ejemplo, si los dos an- 
tigenos están juntos en dos pocillos diferentes y si los 
antígenos son idénticos, formará una banda sencilla y 
fusionada de precipitación. Esto se denomina identidad, 
Por otro lado, si dos antígenos están en diferentes pocillos 
y uno contiene un antígeno diferente, eso formará una 
entidad parcial (Figura 24.125). La línea de precipitación 
extendida (realizada por la precipitación del otro antí- 
êno con el antisuero) es referida como una espuela. La 
¿inmunodifusión se utiliza como una herramienta bioquí- 
mica para acceder a proteínas obtenidas desde diferentes 
fuentes. 

Desafortunadamente, las reacciones de precipitacción 
¿no son demasiado sensibles. Cantidades de microgramos 
де anticuerpo son necesarias para formar un precipitado 


Moléculas de toxina 


O. 
м 


@ 


Neuîrallzaclên de una toxina por anticuerpo, Las an- 
toxinas son utilizadas para los casos agudos de diħeria (Sección 26.3), 
tetanos (Sección 27.8) y botulismo (Sección 29.5). La toxina sin tratar 
provoca la muerte celular (>) La antitoxina neutraliza la toxina е impi- 
de la muerte celular. 


(Tabla 24.8) y los tests diagnósticos requieren cantidades 
de nanogramos. Consecuentemente, las reacciones de pre- 
cipitación son usadas en laboratorios de investigación y de 
referencia. 
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Cantidad de 
precipitado 


b 


Рюи 24.12 Feaccion de prociptaccion tronto a un antigeno 
‘soluble y un anticuerpo. La gràfica (a) muestra la extensión de la prec 
pitación en función del antigeno y de la concentración de anticuerpo. 
(Б) Precipitación en agar, un proceso llamado inmnudilusión. Los росі 
Поз marcados con S contienen anticuerpos para cálulas de Proteus mé- 
rabilis. Una linea de identidad es mostrada on la figura de la izquierda 
En la derecha, el antígeno E no facciona con el antígeno A, muestra. 
identidad parcial con el antigeno F: 


Y _24.7 Revisión de conceptos 


Las reacciones de antígeno con anticuerpo requieren que el an- 
ticuerpo se una con el antígeno, La especificidad y la sensibili- 
dad definen los tests serológicos. La neutralización y la precip- 
tación son ejemplos de tests que producen resultados visibles 
implicando interacciones entre antígeno y anticuerpo. 


Y Alta especificidad y alta sensibilidad en reacciones serológi- 
cas previenen falsos positivos y falsos negativos. Explíquelo 


М ¿Cuáles son las cantidades mínimas de antígeno y anti- 
cuerpo necesarias para una precipitación? 


| 248 Aotutinación 


La aglutinación зе debe a la unión de un antígeno par- 
tículado con un anticuerpo. Mientras que no es tan sensible 
сото otros tests serológicos, la aglutinación es 100 veces 


más sensible que la precipitación (Tabla 24.8). La aglutina- 
ción sigue siendo útil en el diagnóstico clínico al ser un in- 
munoanálisis barato, muy específico y rápido. Tests estan- 
darizados de aglutinación son útiles, como en el caso de la 
conocida reacción para el tipaje del grupo sanguíneo ABO, 
y para la identificación de patógenos y de sus productos. 


Aglutinación directa 
La aglutinación directa ocurre cuando un anticuerpo solu- 
ble se encuentra con un antígeno que forma parte de una 
célula o de una particula insoluble. Quizás la más conoci- 
da de las aglutinaciones es la clasificación de glóbulos ro- 
jos de la sangre (eritrocitos). La aglutinación de los eri- 
trocitos se conoce como hemaglutinación o también como 
1іраје de la sangre. 

Los eritrocitos contienen un número variable de anti- 
genos presentes en las células rojas. Los antígenos san- 
guíneos se llaman A, B y D (también conocido como Rh). 

Los antígenos y anticuerpos A у B constituyen el siste- 
та АВО. Se produce una aglutinación de los eritrocitos 
cuando se pone en presencia de un suero que reacciona con 
ellos bajo el microscopio (Figura 24.13). Los inmmunosue- 
тоз se obtienen de pacientes que han sido inmnunizados 
рага los antígenos A o B por recursos naturales o artificiales. 

Para los grupos sanguíneos A, B y O, los individuos 
que expresan de forma codominante tienen los siguientes 
fenotipos: A, В, AB (un alelo expresa el antígeno A y el 
otro el В) u О (ausencia de antígenos А y В). De hecho un 
individuo promueve la formación de anticuerpos para los 
grupos que él no posee. Los del grupos А hacen anticuers 
pos frente al grupo B y los del grupo B hac 
frente al A, los del grupo AB no tienen ant 
a ninguno y los de O tienen anticuerpos frente a A y В (Fe 
gura 24.13). Los anticuerpos contra A y В son llamados, 
anticuerpos naturales, porque son generados por muchas 
individuos frente a la microbiota entérica. La prueba diag- 
nóstica se realiza antes de una transfusion, рага impes 
la destrucción de la sangre. 

Antes de una transfusión sanguínea se analiza el gru- 
po sanguíneo, para evitar la destrucción de los eritrocitos. 
La destrucción de la sangre ocurriría si se encontraran an- 
ticuerpos frente a la sangre, y viceversa. Si seproduce la 
aglutinación pueden bloquearse las arterias o las venas y. 
se puede producir una enferemedad seria, e incluso lá 
muerte. Sin embargo, es más probable que los anticuerpos: 
causen la hemolisis, la rotura de las células rojas, a través de 
la acción del complemento (Sección 22.10), resultando una 
severa anemia. 


Aglutinación pasiva 
La aglutinación pasiva se produce por anticuerpos solubles 
que se han unido a células o partículas de látex, o a part 
culas de carbón. El antígeno soluble о el anticuerpo se pue. 
Чеп detectar por reacciones de aglutinación. La célula o pare 
сша se considera un soporte inerte. La aglutinación pasiva! 
es 5 veces más sensible que la aglutinación activa (Tablas 
24.8) e incrementa considerablemente la habilidad de 
tectar reactivos solubles. 
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Porcentaje бан. 
тро Че la población 
de sangre de Estados Unidos "Any A, ГТ] 


Tipo O ат Мо agiutinación No aglutinación 
Tipo A. 42 Aglutinación Мо aglutinación 
Тров в No aglutinación Aghutinación 
“Tipo АВ 3 Aglutinación — Aglutinación 
e 


ШИШЕ ҖЕ Aouinocón drecta de cêlulas sanguneas de la san. 
уе para el paje de АВО. (a) La reacción de la izquierda muestra no 
aglutinación. La reacción del centro muestra aglutinación difusa, que 
indica reacción positiva con el grupo B. La reacción de la derecha in- 
dica aglutinación fuerte, tipica del grupo A. (b) Tabla de los grupos san- 
gulneos esperados en la población de Estados Unidos. 


La aglutinación de bolitas de látex recubiertas con an- 
ticuerpo o antígeno, con un anticuerpo complementario o 
un antígeno de un enfermo es un método característico de 
diagnóstico rápido. Para ello, en un porta para análisis mi- 
croscópico, se mezcla el suero de un enfermo y bolitas re- 
cubiertas de látex (0,8 шп) con un antígeno o anticuerpo es- 
pecífico, y se incuba durante un corto periodo de tiempo. 
Siel suero del enfermo posee anticuerpo complementario 
de la molécula unida а la superficie de la bolita, la sus- 
pensión blanco lechosa de látex formará un agregado vi- 
sible, indicativo de una reacción de aglutinación. La aglu- 
tinación del látex se usa para detectar antígenos de la 
superficie bacteriana mezclando una pequeña cantidad de 
una colonia bacteriana con bolitas de látex recubiertas de 
anticuerpo, Por ejemplo, existe una suspensión comercial 
de bolitas de látex que contiene anticuerpos frente a la pro- 
teina A y el factor de aglutinación, dos moléculas que se 
encuentran exclusivamente en la superficie de Staphylo- 
аксиз aureus. Esta suspensión proporciona una seguridad 
Че! 100% prácticamente en la identificación de aislados clí- 
nicos de 5. aureus. A diferencia de las pruebas clásicas para 
$. aureus, muchas de las cuales eran ensayos dependien- 
tes del crecimiento, la identificación de S. aureus median- 
te la prueba de las bolitas de látex requiere sólo 30 segun- 
dos (Figura 24.14). Se han desarrollado otras pruebas de 
aglutinación con bolitas de látex para identificar Strepto- 


coccus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, Haemphilus influen- 
zae, Campylobacter spp. y los hongos Cryptococcus neofor- 
mans y Candida albicans. 

Una prueba de aglutinación con látex muy empleada 
es la que se utiliza para la detección de anticuerpos séri- 
cos especificos para el factor reumatoide, un anticuerpo 
dirigido contra las propias inmunoglobulinas del orga- 
nismo y que se asocia con la enfermedad autoinmune ar- 
tritis reumatoide (Sección 22.13). Se mezclan bolitas de lá- 
tex recubiertas de inmunoglobulina humana con sangre 
completa o suero, y se evalúa la aglutinación frente a sue- 
ros de control positivos y negativos que se realizan en 
paralelo. 

Las pruebas con bolitas de látex (aglutinación pasiva) 
son sencillas y específicas. Además, son pruebas baratas, 
lo que las hace adecuadas para el rastreo a gran escala; el 
uso generalizado de la prueba reumatoide es un buen ejem- 
plo de esto. Al no requerir un equipo costoso o un entre- 
namiento especial, su uso está muy generalizado en todas 
las instituciones clínicas. 


/_24.8 Revisión de conceptos 


La pruebas de aglutinación directa se utilizan para la determi- 
nación de los grupos sanguíneos. Las pruebas de aglutinación 
pasiva, para la identificación de varios patógenos y de sus pro- 
ductos. Las pruebas de aglutinación constituyen métodos rápi- 
dos, relativamente sensibles y baratos 


Y Distinga entre aglutinación directa у pasiva. ¿Qué pruebas 
son más sensibles? 


y ¿Qué ventajas presentan las pruebas de aglutinación sobre 
otros inmunoensayos?, ¿cuáles son los inconvenientes? 


ОО 


IED ғо ое aguinación con boitas de latex para 
Staphylococcus aureus. El panel 1 muestra un control negativo, Ob- 
sérvese el color rosa uniforme de las bolitas de látex suspendidas que 
están recubiertas de anticuerpos contra la proteina A y el factor de 
agutinación, dos antígenos que son exclusivos de la superficie de las 
Células de S. aureus. En el panel 2 puede verse la misma suspensión 
¡después de que el material se haya removido con el asa a partir de la 
'mezcia con la suspensión de una colonia bacteriana. Los grumos rojo 
brilante indican una reacción de aglutinación positiva especifica de la 
союла de S. aureus. 


o Mary с, 
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ЕЧ Microscopía inmunoelectrónica 


En microscopía electrónica se pueden utilizar anticuerpos 
conjugados quimicamente con metales pesados para locali- 
zar antígenos en las células. Esto es factible porque los me- 
tales pesados desvían el rayo de electrones en el microscopio 
electrónico, Esta técnica denominada microscopía inmunoelec- 
trónica se utiliza fundamentalmente en investigación, debi- 
do a la necesidad de determinar la localización de un antí- 
geno específico (generalmente una proteína) en una región 
concreta de la célula (Figura 24.15). Después de la fijación 
química y otros preparativos necesarios para la observación 
en microscopio electrónico, las células se ponen ел contacto 
con anticuerpos conjugados covalentemente con un metal 
pesado, generalmente ого о platino. Los metales electro-den- 
sos difractan los electrones, por lo que puede detectarse la 
presencia de anticuerpo unido en forma de manchas densas 
negras en las fotografías de la preparación. 

En microscopía inmunoelectrónica, aunque la célula está 
muerta y fijada químicamente, la mayoría de los antígenos 
proteicos conservan su estructura nativa y los anticuerpos 
todavía son capaces de reaccionar con pequeñas reacciones 


ШИГЕ Е Microscopia inmunoetectrónica. Se añaden ant- 


Cuerpos de conejo contra la enzima ribulosa-1,5-bilosfato carboxilasa 
de la cianobactería Chioroglosopsís Intachí a secciones finas de С. 
fritschii y se trata la preparación con IgG de camero anticonejo conju- 
gada con partículas de oro coloidal de 20 nm. La concentración de las 
partículas alrededor de las inclusiones grandes, denominadas carbo- 
xisomas (flechas), indica que la enzima abunda en esta localización. 


cruzadas inespecíficas. La microscopía inmunoelectrónica ве 
ha utilizado ampliamente para determinar con precisión la 
localización de las enzimas en las células, especialmente 
cuando se sospecha su asociación a la membrana citoplas- 
mática o a otra estructura interna (Figura 24.15). 

Si bien se puede recurrir a la microscopía inmunoelec- 
trónica para identificar patógenos como el virus de la in- 
munodeficiencia humana (VIH) en las células (Figura 26.35), 
una serie de circunstancias como el tiempo, el coste econó- 
mico, la experiencia y el equipo especializado que ве песе- 
sita, la hacen poco práctica como técnica diagnóstic 
en todos, en la mayoría de los centros de investigaci 
nica especializada 


/_24.9 Revisión de conceptos 


La microscopía inmunoelectrónica es una herramienta de inves 
tigación que se utiliza para localizar los antígenos en las células, 


Y ¿Por qué se emplean los conjugados anticuerpo-metal pe- 
Sado en microscopía inmunoelectrónica? 


EXE Anticuerpos fluorescentes 


in esta sección expondremos el uso de anticuerpos quími- 
camente modificados con colorantes fluorescentes, Esta téc 
піса posibilita la detección de reacciones de anticuerpos con 
células individuales. Prácticamente cualquier laboratorio 
bien equipado utiliza con profusión los anticuerpos fluo- 
rescentes en las técnicas de diagnóstico clínico y aplicacio- 
nes de investigación. 


Métodos fluorescentes 
Los anticuerpos pueden hacerse fluorescentes si se les une 
covalentemente compuestos orgánicos fluorescentes como 
rodamina B de fluorescencia гоја, o isotiocianato de fluo- 
rescencia que da una fluorescencia amarilla verdosa. Esto. 
по altera la especificidad del anticuerpo, pero permite la de- 
tección del mismo unido a la célula o los antígenos de la su- 
perficie tisular usando el microscopio de fluorescencia (Fi- 
gura 24.16). Las células a las que se unen los anticuerpos 
fluorescentes emiten un color fluorescente brillante, gene- 
ralmente rojo о amarillo verdoso, según el colorante utili- 
zado. Los anticuerpos fluorescentes han sido de considerar 
ble utilidad en microbiología diagnóstica, al permitir el 
estudio de los microorganismos en el especimen del paciente 
(in sítu) y evitan el aislamiento y cultivo del organismo (nr 
se más adelante). La técnica de los anticuerpos fluorescentes 
también es muy útil en ecología microbiana, donde repre- 
senta uno de los pocos métodos que existen para la identi- 
cación directa de células microbianas en ambientes natu- 
rales, sin necesidad de aislarlas o cultivarlas. 

Se utilizan dos técnicas de tinción de anticuerpos fluo- 
rescentes distintas, la directa y la indirecta. En el método di 
recto, es el propio anticuerpo contra el microorganismo е} 
que es fluorescente. En el método indirecto, la presencia de 
un anticuerpo no fluorescente sobre la superficie de la célula 
se detecta mediante un anticuerpo fluorescente dirigido con- 
tra el anticuerpo no fluorescente (Figura 24.17), Esto se con- 
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Fioacciones de anticuerpos агата Ss Valan 
Células de Clstrdum зерісит con un anticuerpo conjugado con wo- 
tiocianato де fuoresceina que да una fuorescencia verde amarilónta. 
Las células де Ciostrclum chauve se tinen con un anticuerpo corp 
¿ado con rodamina В, que da una fuorescenciarojo-naranja 


sigue inmunizando una especie animal, por ejemplo una ca- 
bra, con anticuerpos obtenidos en una segunda especie, por 
ejemplo un conejo, conjugando a continuación el colorante 
fluorescente con los anticuerpos de carnero. Los anticue 
pos de cabra anticonejo fluorescentes pueden entonces uti- 
lizarse para detectar la presencia de inmunoglobulinas de 
conejo que previamente se h ido a las células. 


Aplicaciones clínicas 

La prueba clínica de anticuerpos fluorescentes consiste en 
colocar sobre un porta que contiene el patógeno sospechoso, 
el anticuerpo fluorescente específico. El resultado de la re- 
acción se observa con el microscopio de fluorescencia. Si el 
patógeno contiene antígenos de superficie frente a los que 
se ha preparado un antisuero fluorescente (es decir, el pató- 

o sospechoso es idéntico, o inmunológicamente está muy 
sonado con las células que se emplearon para fabricar los 
anticuerpos), las células emitigán fluorescencia (Figura 24.19). 

Los anticuerpos fluorescentes se pueden aplicar también 
directamente sobre los tejidos infectados del hospedador, 
permitiendo hacer un diagnóstico del patógeno sospechoso 
mucho antes que las técnicas de aislamiento primario. Рог 
ejemplo, en el diagnóstico de legionelosis (Sección 287) pue- 
de hacerse un diagnóstico positivo mediante tinción de una 
biopsia de tejido pulmonar con anticuerpos fluorescentes pre- 
parados contra las paredes celulares de Legionella pneumophi 
ha, el agente etiológico de la legionelosis (Figura 24.184). An 
Jogamente, se puede utilizar un anticuerpo fluorescente contra 
la cápsula de Bacillus anthracis en el diagnóstico microscópico 
del carbunco. Las reacciones de un anticuerpo fluorescente 
pueden utilizarse igualmente en el diagnóstico de infecciones 
Víricas (Figura 24.185) y varias enfermedades no infecciosas. 
Por ejemplo, en la identificación de tipos celulares que expre- 
бап un antígeno concreto, como las células neoplásicas, los 
anticuerpos fluorescentes pueden ser muy valiosos en el se- 
guimiento del curso de la enfermedad (Figura 24.19). 

Los anticuerpos fluorescentes también pueden usarse 
para separar mezclas de células en poblaciones relativamente 
puras, o para definir las recuentos de ciertos tipos celulares 
еп mezclas complejas como la sangre. Los anticuerpos mo- 
noclonales fluorescentes dirigidos contra los antígenos de 


Métodos de utilización de anticuerpos Пиогевсеп- 
tes рага detectar antígenos de la superficie bacteriana. (a) Método de 
tinción directa. fb). Método de tinción indirecta. 


superficie CD4 y CD8 de los linfocitos Т (Sección 22.5), se 
utilizan rutinariamente para el recuento de estas células en 
la población de leucocitos de la sangre (Figura 24.20). Por 
ejemplo, la definción de sindrome de la inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA) conlleva una disminución de células CDA. 
Además, el CD4 se modifica durante la progresión del SIDA. 
Por tanto, la definición del recuento de CD4 permite al clínico 
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Ejemplos del 


Ja cínica. (a) Tinción inmur 


gionella pneumophila causante 


lus intotropo В humano HELV) se incuban соп un suero que contie т я асире топодон 
пе anticuerpos contra HBLV de un enfermo соп un trastorno intop fcos de los marcadores de superficie, 
Toratvo, Después, las сё atan con antcuerpos ало-о humana, stas son células Т ctotóxicas (СОВ) las có: 

gados соп isotio eina. Las células infectadas аз rojas son células T colaboradoras (CD4). Las cálulas de diferente clon 
соп HBLV dan una fluon brilante. Las células que for- pueden separarse mediante citometía de fujo, para dar lugar a pobla: 


Jones enriquecidas de distintos tipos celulares. Reproducido con рег 
nan un diametro aproximado de 10 ym de Science 239: Cub 


за (12 feb., 1988), DARAS 
identificar la disminución de células CD4 y, mediante suce 
análisis a lo largo del tiempo, puede hacer un segu 
miento del progreso de la enfermedad (Sección 26.14; 

Las células fluorescentes se pueden visualizar, cont 


Auorescencia, también llamado clasificador celular activado 
por fluorescencia (FACS). El FACS utiliza un rayo láser para 
activar las moléculas fluorescentes (en este caso, el anti 


TY cuerpo fluorescente unido a l; 


las), colocando una cas 


separar con un instrumento denominado espectrómet жоон ی‎ A lA 


aplica un campo elé 


las 
células fluorescentes у no fluorescentes son desviadas hi 
uestos del campo eléctrico, donde cada 
n celular se cuenta y se deposita en un tubo, La uti- 
lización de varios anticuerpos, cada uno marcado con un 
to, puede dar luy 
ultánea de varios m 


› a la mezcla celular, Оеврш 


а los extremos 


poblac 


ar a la identificación si 
la Figura 24. 
se muestra una aplicación típica para la identificación de 
células Т СОЗ у CDA positivas en pacientes normales y en 
enfermos de SÎDA. 

El análisis por FACS resul 


a útil con fines de investiga: 


ción. Por eje amente las 


los inmunólogos usan ruti 

técnicas del FACS para separar mezclas complejas de célu 

as inmunes. Después, pueden estudiar las propiedades de 
iones de células muy enriquecidas. 

diciones adecuadas, los an 


Enc 


cuerpos fluorescen 
tes proporcionan una información rápida, muy específica y 
útil sobre distintos cuadros clínicos. Sin embargo, la utili 
zación 


'odiagnóstica de las técnicas de anticuerpos 


de anticuerpos fucrescentes en al dag 

fecciosas (a) СёМаз humanas de ld 
comia algunas de las cuales son sensibles а un fårr 

а. b) Cuando se 

i fuorescente que se une espè- 

a proteina que sólo se expresa en la superficie де ls 


las de (a) con un anticuerpo monocior 


ratan las côl 


las que son sensibles al fármaco. Las células individuales son del tar 
maño de m de diámetro. 
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CD4-PE 40 


соз-ятс 
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ШИШЕДЕ recuento de células СОЗ y CDA de un hombre sano (a) y de un hombre con sindrome de inmunodaficiencia adquirida (SIDA), 
ТЫ utlizando un citómetro de flujo (FACS). Cada punto representa una única cêlula. Simultaneamente se marcaron cólulas de sangre periférica 
соп un anticuerpo monoclonal anti-CO4 conjugado a ficoertrina (FE) y con un anticuerpo monoclonal anti-CD3 conjugado a isotiocianato de 
uorescolna (FITC). СОЗ se expresa en todas las cólulas Т. CD4 se expresa sólo өл cêlulas Т colaboradoras (Т). El cuadrante 3 muestra células 
sin tefir El cuadrante 1 muestra células teñidas únicamente con anti-CD4. El cuadrante 4 muestra cêlulas teñidas sôlo con anti-CD3. El cuadrante 
2 muestra células teñidas con anti-CD3 y anû-CD4. (a) Resultados del hombre sano. En este caso, 56,3% de las células son T,, (b) Resultados 


¡de un enfermo con SIDA clínico, En este caso, solamente el 2,7 


¢ del total de células T eran células T,, como indica ol patrón de Unción muy li 


gera del cuadrante 2. (datos originales cedidos por Peter McGonnachie, usados con ol permiso de dl) 


fluorescentes no está exenta de dificultades. Hay que tener 
еп cuenta que la tinción inespecífica puede representar un 
problema, ya que los antígenos de superficie pueden dar 
reacción cruzada entre distintas especies bacterianas, algu: 
nas de las cuales pue la microbiota 
normal. Esto constituye un problema importante en el caso 
de las enterobacterias en las que, frecuentemente, los ant 
genos derivados de los lipopolisacáridos son lo suficiente- 
mente parecidos entre las especies (Sección 4.9), como pra 
unirse total o parcialmente a la sonda fluorescente. De ahí 
que el microbiólogo clínico deba poner especial cuidado en 
la realización de controles utilizando sueros inespecíficos y 
confirmando todos los hallazgos de inmunofluorescencia 
positiva recurriendo a otras pruebas inmunológicas o mi- 
crobiológicas, 


len see miembros de 


/ 24.10 Revisión de conceptos 


Los anticuerpos fluorescentes pueden emplearse para la identi- 
ficación rápida y precisa de patógenos y otras moléculas anti 
génicas en muestras de tejidos y еп otros ambientes complejos. 
Recurriendo a la separación mediante citometría de flujo, los 
anticuerpos fluorescentes se pueden utilizar para el recuento 
cuantitativo de varios tipos de сё 


Y ¿Los anticuerpos fluorescentes son más sensibles a la de 
tección de células individuales en una muestra compleja de 
células como un tejido? 


Z {Ое qué manera se emplean los anticuerpos fluorescentes 


lentificar células específicas en m 


'zclas complejas 
como la sangre? 


Enzimoinmunoanálisis 
radioinmunoanálisis _ 


La especificidad de los anticuerpos es tal que el factor limi 
tante, en la mayoría de las reacciones inmunológicas ex- 
puestas hasta el momento, по es la especificidad sino la sen- 
sibilidad (vénse Sección 24.5 y Tabla 24.6). Dos de las técnicas 
inmunológicas más usadas, dada su exquisita especificidad, 
son el radioinmunoanálisis (RIA) y el enzimoinmunoanál 
sis (ELISA). Estos métodos emplean isótopos radiactivos y 
enzimas, respectivamente, para detectar moléculas de anti- 
cuerpo, Teniendo en cuenta que la radiactividad y los pro- 
ductos de ciertas reacciones enzimáticas pueden medirse 
en cantidades muy pequeñas, la unión del ligando radiac- 
чуо о del enzima al anticuerpo produce una disminución de 
la cantidad del complejo antígeno-anticuerpo que se nece- 
sita para detectar una reacción. Este aumento de la sensibi- 
lidad ha resultado muy útil en el diagnóstico clínico y en la 
investigación, y ha abierto la puerta al desarrollo de nue- 
vas pruebas inmunológicas (vénse recuadros, «Test de orina 
para detectar el abuso de drogas» y «Kits de inmunodiag- 
nóstico a la venta»). 
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ELISA 

La unión covalente de las enzimas a los anticuerpos da lu- 
gar a una herramienta inmunológica que posee a la vez una 
alta especificidad y sensibilidad. La técnica denominada 
ELISA (del inglés enzyme-linked immuno-sorbent assay) 
utiliza anticuerpos que se unen covalentemente a las enzi- 
mas; de este modo se conservan las propiedades catalíticas 
de las enzimas y la especificidad de los anticuerpos, Las 
enzimas de unión típicas utilizadas incluyen peroxidasa, 
fosfatasa alcalina y f-galactosidasa, que catalizan reaccio- 
пез cuyos productos son coloreados y pueden medirse en 
cantidades muy pequeñas, 

Se han desarrollado dos metodologías de ELISA, una 
para la detección del antígeno (ELISA directo) y otra para 
la detección de anticuerpos (ELISA indirecto). Para la de- 
tección de antígenos, como partículas víricas, a partir de la 
sangre o de una muestra de heces, se utiliza el ELISA di- 
recto. En esta técnica, el antígeno es «atrapado» entre dos 
capas de anticuerpos (Figura 24.22), de ahí que a veces se 
denomine a este método (ELISA en sándwich), La muestra se 
añade a los pocillos de una placa de microtitulación pre- 
viamente recubierta con anticuerpos específicos para el an- 
tígeno que quiere detectarse, Si el antígeno (partícula víri- 
ca) se halla presente en la muestra, quedará atrapado en 
los sitios de unión al antígeno de los anticuerpos. Después 
de eliminar mediante lavado el material no unido, se aña- 
Че un segundo anticuerpo con la enzima conjugada. Este se- 
gundo anticuerpo también es específico para el antígeno, 
de tal forma que se une a cualquiera de los determinantes 
restantes expuestos, Después del lavado, la actividad de la 
enzima del material unido en cada pocillo de microtitula- 
ción se determina añadiendo el sustrato de la enzima. El 
color que se forma es proporcional a la cantidad de antige- 
по presente (Figura 24.22). 

El ELISA indirecto se utiliza para detectar anticuerpos 
en el suero humano. La prueba del ELISA indirecto se usa 
habitualmente para la detección de anticuerpos frente al 
virus de la inmunodeficientía humana (VIH); vamos a е 
Poner esta prueba con cierto detallo, pues los principios 
еп que se basa se aplican a todas las pruebas del ELISA in- 
directo. 


EL ELISA-VIH = 

El agente etiológico del SIDA, el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) (Sección 26.14), se transmite a través de lí- 
quidos corporales como la sangre. Para el rastreo se necesi- 
tan herramientas que sean rápidas, eficaces y económicas 
соп el fin de analizar muestras de Sangre para cerciorarse 
Че que el VIH no se ha transmitido inadvertidamente du- 
rante las transfusiones de sangre o a través de los produc- 
tos sanguíneos. La prueba de ELISA se utiliza para el des- 
pistaje de rutina de la sangre cuando existen signos de 
exposición al VIH (y por tanto, de un posible SIDA). 

La prueba ELISA-VIH es un ELISA indirecto diseñado 
para cuantificar anticuerpos frente al VIH presente en el sue- 
ro. La infección inicial por el VIH lleva a la producción de 
anticuerpos contra varios antígenos del VIH, concretamente 
frente а antígenos de la envoltura. Estos anticuerpos 
den detectarse mediante la prueba del ELISA-VIH (Figura 
2423). 


La realización de la prueba del ELISA-VIH implica en 
primer lugar el recubrimiento de las placas de microtitula- 
ción con una preparación disgregada de partículas de VIH; 
сада pocillo requiere aproximadamente unos 200 ng de VIH 
disgregado. Después de una breve incubación para asegu- 
rar la unión de los antígenos a la superficie de los pocillos 
de microtitulación, se añade una muestra de suero diluido 
y la mezcla se incuba para permitir la unión de anticuer- 
pos específicos para VIH con antígenos de VIH. Para de- 
tectar la presencia de complejos antígeno-anticuerpo, se 
añade а continuación un segundo anticuerpo. Este segun- 
Чо anticuerpo es una preparación de inmunoglobulina hu- 
mana anti-IgG conjugada con una enzima. Tras un breve 
periodo de incubación con el segundo anticuerpo y una 
fase de lavado para eliminar completamente el segundo an- 
ticuerpo sin unir, se valora la actividad de la enzima (los 
anticuerpos humanos anti-IgG se unen a los anticuerpos. 
IgG específicos de VIH, que están unidos a la preparación 
de antígenos de VIH). El color del ensayo enzimático es 
proporcional a la cantidad de anticuerpo humano anti-IgG 
unido (Figura 24.23). La unión del segundo anticuerpo іле 
dica que los anticuerpos del suero del enfermo reconocen 
a los antígenos del VIH, que el enfermo posee anticuerpos 
frente al VIH y que ha estado expuesto al mismo, En pa 
Jelo se analizan las muestras con sueros de control (negati- 
vos para VIH) con el objeto de medir la intensidad de la 
absorbancia de fondo en la prueba, 

La prueba del ELISA-VÍH es un método rápido, muy 
sensible y específico para detectar la exposición al VIH: 
Puesto que en general los ELISAs se adaptan muy bien al 
rastreo en masa y a la automatización, la prucba del ELI 
VIH se utiliza como método estándar de rastreo de la sa 
gre. Sin embargo, este método de análisis puede arrojar 
sultados erróneos en ciertas circunstancias. Por ejemplo, 
Prueba da a veces falsos positivos, Diversos factores pued 
contribuir a los resultados finales, lo que podría explicar 
falta de relación con la exposición al VIH! De ahî que h 
las pruebas del ELISA-VÍH deban ser confirmadas medi 
te otra prueba independiente, generalmente por un a 
sis de Westernblot (inmunoblot o inmunotransfe 
(баке Sección 24.12). Una prueba de Westernblot para 
positiva después de una prueba ELISA-VIH positiva se 
sidera indicativo de infección por УІН, 

La prueba del ELISA-VIH presenta un inconveniente. 
nal y es la posibilidad de obtener resultados falsos 
vos. En la Sección 24.5, aprendimos que el sistema inmi 
tarda un tiempo en desarrollar una respuesta humoral el 
соп un título detectable de anticuerpos, En el caso de la 
fección por VIH, se estima que este periodo de latencia es 
6 semanas a un año, Por tanto, los individuos que se han 
fectado recientemente con el VIH, cuando se analicen, es 
sible que todavía no hayan producido cantidades del 
bles de anticuerpo. Los resultados falsos negativos en 
ELISA-VIH pueden obedecer а otra razón, la destrucción: 
sistema inmune en los casos avanzados de SIDA; la а 
cía de células inmunes impide la fabricación de anti 
y hace inútil la prueba del ELISA; sin embargo, en este. 
dio de la enfermedad es posible un diagnóstico clínico 
do en la información clínica (véase Sección 26.14) y el 
resulta útil sólo como un indicador de confirmación. 
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Otras pruebas del ELISA de clínica 
Además de la prueba del ELISA para el VIH, se han desa- 
rrollado literalmente cientos de ELISAs de utilidad clínica 
Algunos de estos ELISAs son directos у su finalidad es la 
detección de antígenos. Se han desarrollado ELISAs direc- 


tos para la detección de toxinas bacterianas como la toxina 
del cólera, la toxina de Escherichia coli enteropatógena y la 
enterotoxina de Staphylococcus aureus, Los virus que se de- 


СЕД 5225 ө vrus meda una prueba da EUSA deco 


tectan en la actualidad mediante técnicas de ELISA directo 
incluyen rotavirus, virus de la hepatitis, virus de la rubeo- 
la, bunyavirus, virus del sarampión y la parotiditis, y virus 
Parainfluenza. 

Se han desarrollado ELISAs indirectos para la detección 
de anticuerpos frente a distintas bacterias de importancia 
clínica. Sin dar una lista exhaustiva, se han desarrollado 
ELISAs para la detección de anticuerpos séricos frente a 
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TEMES Prueba del ELISA indirecto para la detección de anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), agente 
lógico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). 
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Salmonella (infección gastrointestinal), Yersinia (peste), Bru- 
cella (brucelosis), una variedad de ricketsias (fiebre de las 
Montañas Rocosas, tifus, fiebre Q*), Vibrio cholerae (cólera), 
Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis), Mycobacterium le- 
prae (lepra), Legionella pneumophila (legionelosis), Borrelia 
burgdorferi (enfermedad de Lyme) y Treponema pallidum (sí- 
filis). Se han desarrollado también ELISAs para la detec- 
ción de anticuerpos frente a Candida (levadura) y anticuer- 
pos contra varios parásitos, incluyendo los que causan 
amebiasis, enfermedad de Chagas, esquistosomiasis, toxo- 
plasmosis y malaria. 

La velocidad, el bajo coste, la ausencia de residuos ra- 
diactivos y el largo periodo de caducidad convierten los 
ELISAs en unas pruebas particularmente atractivas рага 
muchos laboratorios. Pero lo que realmente hace de los ELI- 
SAs herramientas inmunodiagnósticas importantes es su 
exquisita sensibilidad. 


* N. del Т: el agente etiológico de la fiebre Q, previamente conoci- 
до como Rochalímaca quintana, familia Ricketsiae, ha sido recientemente 
reclasificado como Bartonella quintana, familia Bartonellaceae. 


Radioinmunoanálisis 
El radioinmunoanálisis (RIA) emplea isótopos radiactivos en 
lugar de enzimas como conjugados de anticuerpos. El isó- 
topo iodo-125 es el más comúnmente empleado como sis- 
tema de detección, ya que las proteínas se pueden іодаг 
соп facilidad sin alterar su especificidad. El RIA se utiliza 
clínicamente para medir proteínas séricas como la hormo- 
па del crecimiento, glucagón, vasopresina, testosterona e 
insulina, presentes en el hombre en cantidades extremada- 
mente pequeñas (Figura 24.24) y también en algunas prue- 
bas de orina cuando se sospecha intoxicación por drogas. 
En la mayor parte de los casos se utiliza un RIA directo. 
El ensayo directo es una técnica en dos pasos. En primer 
lugar, se añaden anticuerpos antígeno-específicos radiacti- 
vos a una serie de micropocillos de microtitulación que con- 
tienen concentraciones conocidas de antígeno puro (seme- 
jante a una hormona), que se une en primer lugar a los 
pocillos. Después, se mide la radiactividad en cada uno de 
estos pocillos estandarizados, A continuación, se deja que 
la muestra de antígeno de un paciente se una en otro poci- 
llo y se añaden y se miden los anticuerpos radiactivos como 
antes. La cantidad de radiactividad incorporada por la 


З Insulin Pocillos de microtitulación 


o Muestra de suero 


Muestra de suero 
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adioinmunoanálisis (RIA). Utilización del RIA para detectar los niveles de insulina en el suero humano, Después de establecer 


шпа curva estándar, puede estimarse la concentración de insulina en una muestra de suero. 
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muestra del enfermo se compara entonces con una gráfica 
estándar generada a partir de los datos de unión obtenidos 
utilizando el antígeno puro, y la concentración del antíge- 
тоел el suero del enfermo se interpola a partir de la gráfi- 
ca estándar (Figura 24.24). 

El RIA presenta el mismo rango de sensibilidad que el 
ELISA y también puede realizarse muy rápidamente. Sin 
embargo, los instrumentos que se emplean para detectar la 
radiactividad son bastante especializados y costosos, El RIA 
genera una cantidad considerable de residuos radiactivos 
y el tiempo de desintegración radiactiva (vida media) de 
los isótopos radiactivos usados para la detección puede li 
mitar la vida útil del kit de prueba. En consecuencia, el RIA 
se utiliza a menudo sólo cuando el ELISA no es suficiente- 
mente seguro o sensible. Por ejemplo, habitualmente el RIA 
es más útil que el ELISA para la detección de los niveles de 
proteínas del suero (como se describió con anterioridad) 
porque algunos componentes del suero pueden inhibir las 
reacciones enzima-sustrato del ELISA. De ahí que para cier- 
las aplicaciones cada sistema de prueba presente claras ven- 
tajas sobre el otro. 


/_24.11 Revisión de conceptos 


Los métodos ELISA y RIA son las técnicas inmunoenzimáticas. 
mis sensibles que se conocen. Ambas suponen la unión de un 
sistema de detección, ya sea una enzima o una molécula ra- 
diactiva, a un anticuerpo о a un antígeno, aumentando la sen- 
sibilidad El ELISA y el RIA se emplean en labores clinicas y de 
investigación; estas pruebas se han diseñado para detectar el 
anticuerpo о el antígeno en numerosísimas aplicaciones. 
¿Porqué las técnicas ELISA y RIA son más sensibles que los 
inmunoensayos estándar, tal como la precipitación y la aglu- 
tinación? 
/ Compare el ELISA y el RIA con respecto a su uso relativo, 
señalando ventajas y desventajas. 


БХР Técnicas de inmunotransterencia 


Los anticuerpos se pueden utilizar en el diagnóstico clini- 
со para identificar proteinas específicas individuales aso- 
ciadas con patógenos específicos, El método тёсште a tres 
técnicas expuestas previamente: (1) la separación de las 
proteínas en geles de políacrilamida; (2) la transferencia 
(blotting) de proteínas desde los geles al papel de nitroce- 
lulosa; y (3) la identificación de las proteinas por anticuer- 
pos específicos. La transferencia de proteínas y la posterior 
identificación de las proteínas mediante anticuerpos 
cificos se denomina еп ocasiones técnica de Western Hol, 
para distinguirla de la técnica del Southern blot (DNA). 

La inmunotransferencia es un método muy sensible 
para la detección de proteínas específicas en mezclas com- 
plejas, En el primer paso de una inmunotransferencia, se 
somete una mezcla de proteínas a electroforesis en un gel 
de poliacrilamida. Éste separa las proteínas en distintas 
bandas, cada una de las cuales representa una sola protei- 
па de un peso molecular específico (Figura 2425). Las pro- 
teinas se transfieren después a papel de nitrocelulosa, me- 
diante un proceso de transferencia electroforética que fuerza 


a las proteínas a salir del gel y pasar al papel. En este mo- 
mento, se añaden a la de nitrocelulosa los anti- 
cuerpos generados contra una proteína o un grupo de pro- 
teínas del patógeno. Tras un periodo de incubación corto 
рага que los anticuerpos se unan, se adiciona un marcador 
radiactivo que se une a los complejos antígeno-anticuerpo. 
El marcador más comúnmente utilizado es la proteína A 
de Staphylococcus одада con iodo radiactivo, I”. La pro- 
teina А posee una fuerte afinidad por los complejos anti- 
geno-anticuerpo y se une firmemente a ellos. Una vez que 
el marcador radiactivo se ha unido, puede detectarse su po- 
sición vertical en la membrana exponiendo la membrana 
de nitrocelulosa a una película de rayos X; los rayos gam- 
ma emitidos por el 12 exponen la película solamente en la 
región donde el anticuerpo radiactivo se ha unido a los 
complejos antígeno-anticuerpo (Figura 24.25). 

Para muchas aplicaciones clínicas, los inmunoblots em- 
plean la del enzimoinmunoanálisis (ELISA) (ав 
se Sección 24.11) para la detección de los complejos antige- 
no-anticuerpo unidos, Después del tratamiento de las 
proteinas transferidas con el anticuerpo específico, se lava 
el papel y después se trata con un segundo anticuerpo que 
se une al primero. Por ejemplo, si se utilizan anticuerpos 
de origen humano en el primer paso, entonces el segunda 
anticuerpo podría ser un anticuerpo antihumano de cone- 
jo. Una enzima se une covalentemente a este segundo апе 
ticuerpo. Los complejos originales antígeno-anticuerpo se 
visualizan cuando se analiza la enzima porque el produc» 
to de la reacción enzimática se colorea sobre el filtro de ni- 
trocelulosa, en cualquier lugar en el que los anticuerpos de 
conejo se unan a los anticuerpos humanos, Al comparar la 
localización de las bandas de color sobre el papel de nitro- 
celulosa con la posición de las bandas coloreadas de las 
muestras de control, puede identificarse positivamente una. 
proteína asociada a un determinado patógeno. 

La técnica de la inmunotransferencia puede usarse para. 
detectar el antígeno (evidencia directa de la presencia del 
patógeno) о el anticuerpo (evidencia indirecta de la presen- 
cía del patógeno). De ahí que este método, muy sensible y 
extremadamente preciso, sea análogo a las técnicas de ELI- 
SA directo e indirecto detalladas en la Sección 24.11 


El inmunoblot para VIH 
Los inmunoblots han supuesto una enorme influencia clk 
піса en el diagnóstico y confirmación de los casos de SIDA. 
La mayor laboriosidad, consumo de tiempo y coste del in- 
munoblot respecto a la prueba del ELISA, ha justificado el 
mayor empleo de las pruebas del ELISA-VIH para el ras 
treo, Sîn embargo, la prueba del ELISA-VIH da lugar en 
ocasiones a falsos positivos. Por ello, casi siempre es nece- 
sario confirmar un resultado positivo en el ELISA median- 
te un inmunoblot. 

Al igual que sucede con el ELISA-VIH, el inmunoblal 
рага VIH detecta la presencia de anticuerpos contra VIH 
una muestra de suero, Para realizar un inmunoblot, se lı 
ta una preparación purificada de VIH con el detergente 
decilsulfatosódico (SDS) que solubiliza las proteínas del 
УІН y también inactiva el virus. Después, las proteínas del 
VIH son fraccionadas mediante electroforesis en gel de 
liacrilamida, Seguidamente, las proteinas del VIH son 


2. Someter la mezcla a electroforesis; las proteínas se separan por pesos moleculares. 
Gel de polacrilamida 


3. Transferencia de las proteinas separadas desde el gel al papel de nitrocelulosa 


——- 


4. Tratar con anticuerpos ol papel de nitrocelulosa con las proteínas transteridas; 


cada anticuerpo reconoce y se une а una proteína especifica 


5. Añadir un marcador que se una a los complejos antígeno-anticuerpo, 


Papel de nitrocelulosa 


де la inmunodeficiencia humana (VIH). (a) Protocolo. 
де un inmunoblat. (b) Desarrollo de un inmunoblot 
para VIH. Las proteinas P24 y GP41-45 son protei- 
паз de la envoltura del virus y tenen valor diagnósti- 
со para el VIH. Carril 1, suero de control positivo (de 
enfermos conocidos de SIDA); саті 2, suero de con- 
trol negativo (de voluntarios sanos); carri 3, fuerte po- 
Sitividad de la muestra de un enfermo; сат 4, débil 
positividad de la muestra de un enfermo; carril 5, re- 
activo usado como blanco para comprobar la unión 
Inespecifica o de fondo. 


ya sea (aquierda) ру 


la proteina A de Staphylococcus 11, о (derecha) el anticuerpo con la enzima. 


а 


feridas desde el gel а membranas de nitrocelulosa (Figura 
24,25). La electroforesis resuelve al menos siete proteínas 
mayoritarias del VIH, y dos de ellas, designadas P24 у 
GP41-45, se utilizan como proteínas diagnósticas especifi- 
сав en el inmunoblot del SIDA. La proteína P24 es la pro- 
teína del interior del VIH, y las proteínas GP41-45 son pro- 
teínas de la envoltura del VIH (Sección 16.16). 


Después de la transferencia de las proteínas, las tiras de ni- 
trocelulosa se incuban con una muestra de suero previamente 
identificado сото VIH-positivo (un control positivo) me- 
diante un ELISA-VIH. Si realmente la muestra es VIH-posi- 
tiva, encontraremos anticuerpos contra las proteínas VIH que 
зе unirán a las del VIH separadas en el papel de ni- 
trocelulosa (Figura 2425). Para detectar si los anticuerpos de 
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una muestra de suero зе han unido a los antígenos del VIH, 
se añade a las tiras un anticuerpo detector que es un anticuer- 
ро anti-IgG humano conjugado a peroxidasa. Si se une el an- 
ticuerpo detector, la actividad de la enzima conjugada forma- 
rá una banda marrón sobre la tira en el lugar de la unión del 
anticuerpo tras la adición del sustrato. Se analiza el suero de 
un enfermo con un resultado positivo en ELISA-VIH en pa- 
ralelo.con un suero de control positivo; si la posición de las 
bandas en el enfermo y en los sueros de control positivos son 
idénticas, puede confirmarse que el enfermo es VIH -positiv 
también se analizan en paralelo los sueros de control negati- 
vos, demostrándose la ausencia de bandas (Figura 24.25). 

Aunque la intensidad de las bandas obtenidas en el in- 
munoblot para VIH varía en cierta medida de una muestra 
а otra (Figura 24.256), generalmente la interpretación de un 
inmunoblot es inequívoca, y de ahí que sea una prueba va- 
liosa para confirmar los ELISA-VIH positivos y desechar 
los ELISA-VIH falsos positivos, Para hacer clínicamente ac- 
cesible el inmunblot para VIH, se dispone de tiras comer- 
ciales de nitrocelulosa conteniendo los antígenos del VIH 
inactivados (previamente se han separado mediante elec- 
troforesis). Las tiras separadas pueden Íncubarse directa- 
mente con las muestras de suero del enfermo y del control, 
y después tratarlas con el anticuerpo detector. 

Esta técnica se emplea también para confirmar la espe- 
cificidad de las pruebas de rastreo de antic: en la en- 
fermedad de Lyme (vénse Tabla 24.5). Sin embargo, el coste 
económico, los requerimientos técnicos y el tiempo que im- 
plican, hace que las pruebas de inmunotransferencia no Ie- 
Ruen probablemente a sustituir los métodos de ELISA, más 
rápidos y de bajo coste para el rastreo general. 


/_24.12 Revisión de conceptos 


Las técnicas de inmunotransferencia pueden utilizarse para de- 
tectar anticuerpos frente a antígenos específicos o para detectar 
la presencia de los propios antígenos, Los antigenos se someten 
a electroforesis, se transfieren un filtro y se exponen a un an- 
ticuerpo. Los complejos inmunes se visualizan con el uso de an- 
ticuerpos marcados con enzimas o isótopos radiactivos. Los in- 
munoblots воп muy sensibles y precisos, aunque tienen el 
inconveniente de ser complejos y laboriosos. 
Y ¿Qué ventajas presenta el inmunoblot sobreánmunoensa- 
yos como el ELISA o el RIA? 
4 ¡Porqué métodos de detección por inmunotransferencia no 
se utilizan para el escrutinio general del VIH? 


1 MÉTODOS MOLECULARES 
Y VISUALES EN EL DIAGNÓSTICO 


Métodos extremadamente sensitivos basados en principios 
de biología molecular o en microscopía electrónica son ade- 
cuados para detección de patógenos y genomas. Estos mé- 
todos no dependen del aislamiento del patógeno y de su 
crecimiento, ni de la detección de respuesta inmune frente 
al patógeno, Mientras que los virus son identificados en el 
cultivo de células, métodos independientes del crecimien- 
to basados en métodos físicos y moleculares son amplia- 
mente utilizados, 


ЕЖЕ] Sondas de ácidos nucleicos 


La emergencia de la biología molecular ha dado lugar a 
nuevas herramientas moleculares que se han adaptado ră- 
Pidamente al campo del diagnóstico microbiológico, Este 
huevo enfoque utiliza factores genotípicos más que fenotip 
cos para identificar patógenos específicos. El poder del diag» 
nóstico basado en el DNA se debe a varios hechos: (1) los 
ácidos nucleicos pueden medirse de los tejidos infectados; 
(2) los ácidos nucleicos pueden medirse y visualizarse; (3). 
la secuencia de nucleótidos en una determinada molécula. 
de DNA es tan específica que pueden usarse los análisis в 
hibridación para diagnósticos clínicos fiables; (4) las see 
cuencias pueden amplificarse para incrementar la cantidad 
necesaria para el análisis. 


Sondas de ácidos nucleicos 
Una de las herramientas analíticas más potentes de las que 
disponen los microbiólogos clínicos es la hibridación de 
dos nucleicos, Esta técnica no detecta un organismo entero û 
sus productos (por ejemplo, antígenos), sino que detecta 
presencia o ausencia de secuencias de DNA específicas que! 
asocian con un organismo específica, Para identifi 
microorganismo a través del análisis del DNA, el micro 
biólogo clínico debe disponer de una sonda de ácidos писіев 
os para ese microorganismo, una sola hebra de DNA que: 
contenga secuencias características del organismo. La so 
da puede tener una longitud de hasta varias kilobases, 
bien son muy especificos los oligunucleótidos sintéticos df 
unas 20 bases о menos. Cuando un microorganismo, en 
muestra clínica, contiene secuencias de DNA compl 
tarías a las de la sonda, pueden hibridarse las dos secuen 
cias (siguiendo una preparación adecuada de la muestr 
para dar lugar a un DNA monocatenario del mi Y 
nismo), formándose una molécula de dos cadenas (Fi 
24.26). Para detectar que ha ocurrido una reacción, se. 
са la sonda con una molécula indicadora (reporter), un isûl 
po radiactivo, una enzima о un compuesto fluorescente 
que pueden medirse en cantidades pequeñas tras la hibri 
dación. Según el indicador utilizado (los isótopos radiactí 
vos son los más sensibles), se pueden detectar cantidades 
tan pequeñas como 0,25 ug de DNA por muestra. 

Las sondas de ácidos nucleicos ofrecen muchas vent 
sobre las pruebas inmunológicas clínicas, Los ácidos nus 
cleicos son mucho más estables que las proteínas a alta 
temperaturas, con pH alto, los solventes orgánicos y ot 
compuestos químicos. Esto significa que una muestra el 
nica puede tratarse previamente рага eliminar el mater 
que más interfiera y dejar libre el ácido nucleico. Dada la 
lativa estabilidad de los ácidos nucleicos, las sondas de ád- 
dos nucleicos pueden detectar un organismo que ya по 
vivo. Además, las sondas de ácidos nucleicos son entidad 
más definidas que los anticuerpos; la composición de ш 
sonda se puede comprobar con precisión mediante el d 
'semparejamiento de una sola base. Siempre que sea 
sario, pueden generarse nuevas moléculas de sondas 
en sintetizadores de DNA, eliminando el complejo 
nismo de producción de anticuerpos. 
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Metodologia de la utización de na sonda de ойдо саат өп al diagnóstico Cno, Preta dai TG de membrana, El 
ает de detección (ndcadon puede ser un radolsótopo, un colorante fuorescente o una enzima. (s) Prueba de la tira де papel indicador En 
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Las sondas de ácidos nucleicos son también muy sensi 
bles, Con la tecnología actuaLes posible detectar menos de 
1 ug de ácido nucleico por muestra, lo que equivale apro- 
ximadamente а 10? células bacterianas o partículas de virus. 


Aunque las sondas utilizadas de esta manera no son tan 
sensibles como el cultivo directo (donde pueden detectar 
se de а 10 células por muestra), la metodología de las son- 


das puede resultar útil en aquellas situaciones en las que 
el cultivo del organismo sea difícil o prácticamente impo- 
sible. 


PCR y sondas de ácidos nucleicos 

Uno de los métodos más prometedores en el diagnóstico 
elínico quizá sea el empleo de sondas de secuencia especi- 
fica para amplificación mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) del DNA o el RNA procedentes de pa- 
tógenos específicos. Como se expuso en la Sección 10.17, 
la PCR utiliza dos oligonucleótidos de secuencia especifi- 
са para amplificar el DNA de interés. Una amplificación 
de DNA de millones de veces o más, aumenta la sensibili- 
dad de la sonda y, en teoría, permite que este método de- 
tecte DNA a partir de una sola célula bacteriana. Por ejem- 
plo, puede usarse sondas de un patógeno para examinar 
el DNA procedente del tejido que se sospecha infectado, 
incluso en ausencia de patógeno observable en el cultivo. 


56 7 8 9 101112131415 


ШЇШЕЕШ саз подато reacción оп cadorna da Ta poime 
fasa (PCR) de Mycobacterium tuberculosis enel esputo de un етет, 
para el diagnóstico de tuberculosis, Сото uenta de DNA so emplea: 
ron muestras de esputo de los enfermos. Se inicie la amplcacón con 
tn par cebador que dió el producto de 430 bases de pares esperado, 
cuando se usó un cutivo puro де M. tuberculosis como fuente de DNA 
(сата 15). Los caries 2 a9, 11 y 12 proceden de esputos positivos para 
М. tuberculosis (solamante el саті 12 da una GD postividad), Los 
canlan 13 y 14 proceden de muesras de esputo поран para М. 
Iubercutsi Los сатаев 1 y 10 son marcacions de ойтеп de peso 
molecular. Para una descripción de la PC узве la Sección 1017. 
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Estos métodos son especialmente útiles en la identificación 
de infecciones víricas e intracelulares. La presencia de un 
segmento de gen adecuadamente amplificado (Figura 
24.27) confirma la presencia del patógeno, En la Tabla 24.9 
se enumeran distintos organismos específicos para los que 
se utilizan métodos de hibridación o de PCR. A continua- 
ción, consideraremos varios ejemplos específicos de sondas 
de ácidos nucleicos y expondremos algunas aplicaciones 
соп mayor detalle. 


VIH y carga vírica 
Otro de los usos de la PCR es el test de carga vírica en 
dividuos infectados por el VIH. La carga vírica es el nú- 


Bacteria 
Campylobacter spp. 
Chlamydia trachomatis 


Enterococcus spp. Enfermedad nosocomial 
Escherichia coli (cepas enteropatógenas) Enfermedad gastrointestinal 
Haemophilus influenzae Meningitis infecciosa 
Lexioneila pneumophila Neumonia 

Listeria monocytogenes Listeriosis 

Mycobacterium avium Tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis Tuberculosis 


mero de copias de RNA en el suero de una persona infec- 
tada por VIH. Como discutiremos en la Sección 26.14, el 
УІН es encontrado después de la infección en el suero de 
los individuos infectados. La cantidad de VIH, o la carga 
vírica, es un indicador de la progresión de la enfereme- 
dad; cuando la carga vírica sea alta indica mal pronóstico 
y cuando sea baja, buen pronóstico (Figura 24.28). La car- 
ga vírica es una excelente confirmación de lo buena que 
es la terapia anti VIH (Figura 24.28, y Secciones 26.14 y 
20.10). 

La cuantificación de carga vírica se hace posible por PCR 
cuantitativa (por ejemplo, el ampliamente usado Amplicor 
МІН-1 prueba de monitor, manufacturado por Roche Sis- 


Mycoplasma hominis 
Mycoplasma pneumoniae 
Neisseria gonorrhoeae 
Neisseria meningitidis 
Rickettsia spp. 
Salmonella spp. 
Shigella spp. 


Virus Epstein-Barr 
Virus de la hepatitis A, В, C, D y E 

Virus del herpes (tipos 1 y 11) 

Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
Virus del papiloma humano 

Gripe 

Virus del polioma 

Rotavirus 


Infección del tracto urinario; enfermedad inflamatoria pélvica 
Neumonía 
Gonorrea 


Meningitis 
Tifus, fiebres hemorrágicas 

Entermedad gastrointestinal 

Enfermedad gastrointestinal 

Secreciones purulentas (forúnculos, vesículas, infecciones cutáneas piógenas) 
Escarlatina, fiebre reumática; «faringitis estreptocócica» 


+ Actualmente se clasifica Purumorystis carinii como un hongo patógeno. 
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con HV 
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| Figure 24.28 Carga иса че VIN. (a) Detección de 


УН con RT-PCR (reversotranscriptasa unida a la reacción 
en cadena de la polimerasa). Las copias de VIH son com- 
paradas cuantiativamente con las copias de ОМА de un 108 
‘control que es amplificado en la misma PCR. La carga vi- 
пса de VIH es elnúmero de copias por militro de plasma. 
del paciente. Para una discusión sobre la reverso trans- 
ıeriptasa y la técnica de PCR, véase Secciones 10.17 y 
16.14, respectivamente. El tiempo transcurrido para la 
Infección de VIH se determina por la RT-PCR. La carga 
wica determina el progreso de la infección, a tiempos. 
“sucesivos después de la misma. Los células Т CD4 son 
contadas por milimetro cúbico (véase Figura 24.21). En ol 
panei superior, una carga virica de 10* corresponde a una 
carga viica por debajo de lo normal (a carga vírica normal 


10% 


Copias de RNA de VIH/MI 


төю normal de CDA, indicando un buen pronóstico y una 
Supervivencia larga del paciente. Esta técnica ве usa para 
monitorizar el curso de la infección y es particularmente Ot 
para determinar la terapia antivirica. Los datos están adap- 
tados del Centro de Prevención de Enfermedades Intec- 
losas, Atlanta, GA, Estados Unidos (EE.UU). ® 


temas Moleculares, Inc.). El método empleado se conoce 
сото RT-PCR (reverso transcríptasa PCR) y se utiliza para 
amplificar DNA de los RNA víricos (Sección 10.17). En pri- 
mer lugar se lisan los VIH del plasma y se libera el genoma 
усо. El RNA después de la precipitación con isopropa- 
пој, hace la copia de DNA con la reverso transcriptasa. La 
“copia de DNA se utiliza para la amplificación del DNA, la 
del gag (Sección 16.14), rindiendo una amplificación (virus 
amplificado) de 155 bp en las muestras VIH positivas. 
Usando un templete de cantidad conocida se puede com- 
parar con un DNA estandar y la cantidad de VIH puede 

determinada. Comparando la carga vírica a lo largo del 
tiempo, se puede hacer un pronóstico relativo a cada en- 
fermo (Figura 24.28). 

El uso más importante de esta técnica consiste en con- 
trolar la quimioterapia. Después de un tratamiento, la car- 
a vírica puede ser limitada (menos de 500 copias del VIH 

mililitro de sangre), como зе indica en la Figura 24.29. 
todos modos un número pequeño de partículas víricas 
le sufrir mutación, lo que redunda en resistencia al tra- 
йо y resurgimiento de la infección, derivando en una 
carga vírica. La monitorización del VIH se utiliza para 
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detectar los mutantes resistentes al tratamiento, necesitán- 
dose cambios en el tratamiento. Varios otros tratamientos 
basados en la amplificación se utilizan para monitorizar la 
detección de VIH, en el rango de 0 a 500 copias del virus 
por mililitro de sangre, un nivel necesario para justificar 
cualquier propuesta de que es posible curar el HIV usando 
drogas. 


Sondas en el laboratorio clínico 

En la mayoría de las pruebas clínicas, se tratan colonias pro- 
cedentes de placas o de piezas del tejido infectado con ál- 
сай fuerte, generalmente NaOH, con el fin de lisar las cé- 
lulas y desnaturalizar parcialmente el DNA, con lo que se 
forman moléculas monocatenarias (Figura 24.26). Después, 
esta mezcla se adhiere а un filtro o se deja en solución (en 
las pruebas que utilizan tiras de papel indicador, vénse más 
adelante), y se añade la sonda marcada. Se deja que la hi- 
bridación tenga lugar а una temperatura adecuada para 1 
formación de un dúplex estable, para lo que es necesaria 
una considerable! {а de secuencia entre el DNA dia- 
па y el DNA sonda (la temperatura que realmente se usa en 
una determinada prueba depende de la longitud y la com- 
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inicio con antrretrovirales. La RT-PCR зе usa para detectar la carga 
vírica despues de un periodo de16 semanas. Los datos que se mues- 
tran corresponden al log número de copias de ANA de VIH Indica es- 
tabiidad, un rápido descenso por debajo de los limites de detección 
(600 copias/miliitro de sangre). Los datos están adaptados del Centro 
де Prevención de Enfermedades Infecciosas, Atlanta, GA, EE.UU. 


posición nucleotídica de la sonda y del DNA diana). Tras un 
lavado para eliminar cualquier DNA sonda que no haya 
hibridado, la intensidad de la hibridación se mide utili- 
zando tuna molécula indicadora unida a la sonda. Depen- 
diendo del tipo de marcaje de la sonda, se medirá la 
diactividad, la actividad epzimática o la fluorescencia de 
un colorante unido, 

Se han comercializado sondas de ácidos nucleicos par 
identificar varios de los principales patógenos microbia- 
nos, que se usan habitualmente para la detección de Neis- 
seria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis (vase Tabla 24.9, y 
Secciones 26.12 y 26.13). Sin embargo, además de su ut 
dad clínica, las sondas han encontrado una enorme aplica- 
ción en la industria de la alimentación y en los organismos 
sanitarios oficiales que controlan los alimentos. Los sistemas 
de detección por sonda pueden utilizarse para la monito- 
rización rutinaria en los alimentos del contenido de im- 
portantes patógenos como Salmonella y Staphylococcus. En 
las pruebas de alimentos que utilizan sondas, habitual- 
mente se utiliza un periodo de enriquecimiento para favo- 
recer la multiplicación de un pequeño número de células 
en los alimentos, hasta alcanzar un número detectable por 
la sonda; sin embargo, el uso de las técnicas de amplifica- 
ción génica mediante PCR hace innecesario el periodo de 
enriquecimiento. 

El diseño de sondas que van a ser utilizadas en la iı 
dustria de la alimentación supone el empleo de dispositi- 
vos especiales como sondas para eliminar el DNA hibri- 
dado de la solución. Aquí se utilizan dos componentes de 


las sondas, uno que sirve como sonda indicadora y el otro 
сото sonda de captura (Figura 24.26). Tras la hibridación 
de la sonda indicadora o de la sonda de captura con el 
DNA diana, el dispositivo especial que contiene la se- 
cuencia complementaria de la sonda de captura (general: 
mente poli dT para la captura de poli dA en la sonda) (vés- 
se Figura 24.260) se inserta en la solución de hibridación, 
y atrapa el DNA hibridado para su eliminación y cuanti- 
ficación. 

Así mismo, se están desarrollando sondas para la de- 
tección de ciertos virus oncogénicos. Por ejemplo, se dis- 
pone en la actualidad de una sonda para detectar secuen- 
cias de DNA características de los virus del papiloma 
humano. Estos virus pueden causar cáncer de piel y de cér- 
vixen humanos (Sección 9.11), y un grupo específico de vi- 
rus del papiloma produce verrugas genitales. En mujeres, 
se ha asociado una mayor incidencia de infección genital 
por el virus del papiloma con un aumento del riesgo de 
cáncer cervical. La sonda de DNA desarrollada para los vi- 
rus del papiloma puede utilizarse para la búsqueda, por 
hibridación, de secuencias de los virus del papiloma en los 
tejidos que se han resecado durante un examen cervical, La 
detección y el tratamiento precoces de las infecciones por 
los virus del papiloma disminuye el riesgo de cáncer cer- 
vical. 

A pesar de ello, los avances recientes en el conocimiento 
de la filogenia bacteriana, basada en la secuenciación dêl 
RNA ribosómico (rRNA) 165 (Sección 11,5), nos permite 
ahora construir nuevas sondas de ácidos nucleicos más es- 
pecificas. Por ejemplo, el ribotipaje supone un nueva mé- 
todo basado en sondas de DNA que reconocen genes con- 
servados de RNA. El ribotipado pone de manifiesto los 
modelos de restricción del DNA exclusivos que tienen los. 
genes de rRNA cuando el DNA de un organismo determi- 
nado es digerido con endonucleasas de restricción (Sec 
ción 10.12), El DNA digerido es separado en geles de aga- 
това y una sonda de rRNA es usada para detectar los. 
Patrones únicos de restricción de rRNA (Sección 11.10 y 
Figura 11.20). Dentro де una especie, y especialmente den- 
tro de una cepa, las secuencias de ОМА y los patrones de 
restricción de los genes que codifican están muy conser- 
vados y sirven como impresión digital molecular para 
organismo. Puesto que todos los organismos poseen 
ribosómicos, esta técnica se aplica universalmente y va 


/_24.13 Revisión de conceptos 


La hibridación representa una poderosa herramienta para 
diagnóstico de las microorganismos que causan las enfer 
des. Para diseñar una sonda debe disponerse de una secu 


clínico, las sondas se aplican también en la monitorización de: 
mentos y del medio ambiente. 


4 ¿Qué ventajas y desventajas presenta la hibridación de. 
dos nucleicos sobre los métodos de cultivo estándar para! 
identificación de microorganismos? 
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Y Cite un ejemplo en el que la identificación de un patógeno 
pueda hacerse con una sonda de ácidos nucleicos y no re- 
curriendo a técnicas de cultivo estándar. 


EZ “оова diagnóstica 


Los virus patógenos se comportan como parásitos de ani- 
males y suponen un problema diferente al de las bacterias. 
Por ejemplo, los virus no pueden cultivarse directamente en 
medios artificiales sino que crecen en las células del hos- 
pedador (Capítulo 8). Los virus no crecen fuera de la célu- 
la, no pueden ser cultivados en medio artificial, tienen que 
crecer dentro de las células del mam embargo los 
virus pueden ser detectados о sus efectos citopáticos pue- 
Чеп observarse directamente, además de que se dispone de 
diversos tests in vitro para identificar los patógenos víricos 
por medios directos o indirectos. 


Crecimiento de virus іп vitro 
En primer lugar, el cultivo de virus en el laboratorio a раг 
tir de materiales clínicos es más dificil, laborioso y espe- 
Чайгайо que el de la mayoría de los patógenos bacteria- 
nos, debido а que los virus crecen únicamente en células 
vivas, En la Sección 9.3 expusimos la utilización de los culti- 
vos celulares para el crecimiento de los virus. Estos cultivos 
se emplean comúnmente en virología diagnóstica. Varias 
líneas celulares humanas se utilizan para la propagación 
delos virus. Estas líneas celulares crecen rápidamente y de 
forma infinita y son ifectadas por los virus de mamiferos. 
Además de estas dos líneas celulares, que pueden ser 
mantenidas en el laboratorio indefinidamente, también 
pueden lograrse cultivos a partir de riñones de mono Rhe- 
sus. Las líneas celulares de riñón de mono se denominan 
primarias porque no se han mantenido por pases sucesivos 
еп el laboratorio. Las células de riñón de mono primarias 
permiten el crecimiento de númerosos virus patógenos y 
por ello son valiosas en el aislamiento inicial de virus des- 
conocidos 


Microscopía electrónica 

Además de las herramientas descritas con anterioridad, la 
virología diagnóstica puede recurrir a la microscopía elec 

irónica. La distinta morfología de muchos virus (Capitulo 9) 
explica que pueda detectarse con frecuencia su presencia en 
[muestras clínicas, mediante la observación de la muestra en 
microscopía electrónica (Figura 24.30). En la mayoría de las 
Muestras, en primer lugar, las partículas víricas deben con- 

rentrarse y separarse de los tejidos, utilizándose diversas 
lécnicas, generalmente centrifugación y filtración, para con- 
seguir una muestra enriquecida en partículas víricas. Aun- 
queno es tan fiable como los métodos inmunológicos о los 
que usan sondas de ácidos nucleicos, la observación de las 
partículas víricas de una morfología específica, en un tipo 
particular de tejido en el hombre, sirve frecuentemente como 
indicación presuntiva de enfermedad. Para aumentar la sen- 
bilidad y especificidad de este método puede utilizarse el 
tratamiento de la muestra con anticuerpos preparados con- 
fra determinados virus; dichos anticuerpos son capaces de 
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muestras cincas para detección de virus. Rotavirus humano obteni 
бо de una muestra fecal. La diferente naturaleza езіёпса de los virus 
junto а su reservorio. constituye un cnterio de diagnóstico importante. 
Cada particula del rotavirus tiene un diámetro aproximado de 75 nm. 


producir la aglutinación de las partículas virales, permi- 
tiendo su distinción entre los restos celulares en el micros- 
copio electrónico. También pueden visualizarse los virus 
después del tratamiento de las muestras con anticuerpos 
antivirales conjugados con metales pesados (vense Sección 
24.9). La utilización de las técnicas de tinción negativa (Fi- 
gura 24.30) con el microscopio electrónico permite el análi- 
sis en unos 20 minutos tras la recogida de la muestra. 


Pruebas para otros virus 
En la Tabla 24.10 se resumen algunas técnicas de laborato- 
rio que se utilizan en virología diagnóstica, En muchos ca- 
sos el inmnunodiagnóstico es la técnica elegida (véanse Sec- 
ciones 24.5-24.12) y las sondas de ácidos nucleicos (véase 
Sección 24.13) son usadas para indentificaciones víricas, 
Muchas pruebas inmnunológicas se hacen por ELISA, 
que detecta las partículas víricas (vénse Sección 24.11 y Fi- 
gura 24.22), о por métodos de anticuerpos fluorescentes 
que son usados para localizar las células que contienen vi- 
rus (vénse Sección 24.10 y Figura 24.180). En la prueba indi- 
recta, los virus no son detectados por sí mismos, pero los an- 
ticuerpos que se unen а los virus son considerados como 
prueba de la infección. Por ejemplo, los tests rutinarias del 
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) comprenden 
el test ELISA y el test inmnunotransferencia (véase Seccio- 
nes 24.11 y 24.12). Los dos detectan anticuerpos frente al vi- 
rus, no el HIV mismo. Sin embargo la carga vírica es un mé- 
todo que se utiliza rutinariamente para detectar la presencia 
directa del VIH, como se vio en la Sección 24.13. La agluti- 
nación es otro método de detectar directamente el virus. 
Anticuerpos conjugados con bolitas de látex pueden ser uti- 
lizados para detectar la presencia de muestras en lisado de 
tejidos (včase Sección 24.8). 
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TABLA 24.10 


Infección del tracto Rinovirus 
respiratorio superior Coronavirus 
Adenovirus 
Neumonía Gripe 
Sarampión Virus del sarampión 
Exantema vesicular Herpes simple 
Diarrea Rotavirus (lactantes) 
Agente Norwalk (adultos) 
Meningitis no bacteriana Enterovirus 
Parotiditis 
Herpes simple 


Enel diagnóstico de infecciones viricas también se utilizan mucho los métodos inmunológicos y ks métodos con sondas de cidos nucleicos (адм Secciones 


ASMI 


Sondas de ácidos nucleicos y PCR son otros métodos 
empleados en la virología clinica (vénse Sección 24.13 y Ta- 
bla 2459). 

Muchas pruebas diagnósticas de la presencia de virus se 
utilizan bajo especiales circunstancias. Las infecciones ví- 
ricas rutinarias se basan en la sintomatología clínica. Dado 
el coste y la experiencia técnica necesaria para los procedi- 
mientos de detección de virus (por ejemplo los laboratorios 
que deban cultivar y crecer células de Rhesus tienen que 
contar con métodos de cultivo), la mayoría de laboratios 
que diagnostican virus están situados en instituciones es- 
tatales y en los grandes hospitales. 


Preguntas de renaso 


Fluido de la nasofaringe Cultivo de fibroblastos humanos 

tráquea (aspirado) 

Fluido о torunda nasolaringeos Cultivos de fibroblastos humanos 
ıo huevos de embrión 

Fiuido о torunda nasofaríngeos Células de riñón de mono 

Fluido vesicular por aspiración Cultivo de fibroblastos humanos 
y células de riñón de mono. 

Несе o torunda rectal Buscar las partículas víricas 
caracteristicas con el 
microscopio electrónico 
(Figura 2430) 

Liquido raquídeo Cultivo de fibroblastos humanos 


/_24,14 Revisión de conceptos 


El cultivo de virus in vitro puede llevarse a cabo solamente en! 
jidos. Por lo tanto, la mayoría de las técnicas diagnósticas. 
la identificación vírica no dependen del crecimiento, sino que 
basan en técnicas fiables de inmunoensayos e hibridación 
ácidos nucleicos, Las técnicas de microscopía electrónica 
útiles para la observación directa del virus en las muestras 
hospedador. 
/ ¿Por qué deben crecer los virus en cultivos de tejidos y 

en medios artificiales inertes? 


/ ¿Cómo pueden identificarse virus patógenos individual 


1. Describa las técnicas estándar para obtener y cultivar 
bacterias de una muestra de sangre y de garganta. 
¿Qué precauciones deben tomarse para las muestras 
de sangre? 

¿Por qué proceden las bacterias cultivadas de mues- 
tras de orina? ¿Por qué el número de células bacteria- 
nas en orina tiene mayor significación? ¿Qué organis- 
mo es responsable de la mayoría de las infecciones del 
tracto urinario?, ¿por qué? 

Describa las técnicas utilizadas para el cultivo anae- 
robio de microorganismos. ¿Por qué es importan- 
te procesar rápidamente todas las muestras clíni- 
саз? ¿Qué técnicas y precauciones especiales se ne- 
сезйап para el aislamiento y el cultivo de anaero- 
bios? 

Distinga entre medios selectivos y diferenciales, ¿El agar 
eosina-azul de metileno (EMB) es selectivo o diferen- 
cial? ¿Cómo y por qué se emplea en el laboratorio cli- 
nico? 


з 


5. Describa la prueba de Kirby-Bauer para la sensibili- 
dad antibiótica. ¿Por qué deberían analizarse por este 
método los posibles patógenos procedentes de aislados 
de enfermos? 

6. ¿Cómo se contrae la mayoría de las infecciones de la- 
boratorio? ¿Qué medidas podrían tomarse para evi- 
tarlas? 

7. ¿Por qué el título de anticuerpo aumenta tras la infec» 
ción? ¿Por qué es necesario extraer dos muestras de 
suero (una en periodo agudo, otra en periodo de con- 
valecencia) para monitorizar las infecciones? ¿Un alto 
título de anticuerpo es indicativo de infección? Explí- 
quelo. 

8. ¿Qué ventajas presentan los anticuerpos monoclonales 
Sobre las preparaciones de anticuerpos policlonales es- 
pecialmente en lo que se refiere a la estandarización 
delas preparaciones de anticuerpos? 

9. Describa una reacción de neutralización con respecto 
una toxina y un antisuero, 
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10. Las pruebas de aglutinación son significativamente 
més sensibles que las pruebas de precipitación. ¿A qué 
se debe esto? 

11. Explique por qué los metales pesados se utilizan para 
visualizar virus y partículas subviricas. 

12. ¿Cómo se utilizan los anticuerpos fluorescentes en el 
diagnóstico de enfermedades víricas? ¿Qué ventajas 
tienen los anticuerpos marcados con fluorescencia so- 
bre los que no están marcados? 

13. Las pruebas de radioinmunoanálisis (RIA) y enzi- 
moinmunoanálisis (ELISA) son muy sensibles com- 
paradas con la aglutinación, ¿por qué? 


Ejercicios prácticos 


14. ¿Por qué se utiliza la técnica de la inmunotransferen- 
cia (Western blot) para confirmar los resultados posi- 
tivos del ELISA para el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH)? 

15. ¿Qué información es esencial para el diseño de una 
sonda nucleotídica específica de antígeno? ¿Dónde se 
puede obtener dicha información? ¿Se dispone de in- 
formación para todos los patógenos? 

16. ¿Qué es una línea celular primaria? ¿Cuál es la razón 
por la que algunos virus animales crecen en cultivo de 
tejidos? 


1. A partir de un cultivo de sangre obtiene un cultivo po- 
sitivo para Staphylococcus epidermidis. Interprete y ex- 
plique los resultados ¿Es probable que el enfermo ten- 
ga una bacteriemia por 5. epidermidis? ¿Por qué sí o 
por qué no? 

2. Describa las características de la observación en mi- 
croscopio y de cultivo que favorecerían un diagnósti- 
co de gonorrea. ¿Por qué el agar Thayer-Martin es un 
medio más adecuado que el «agar chocolate» para el 
aislamiento de Neisseria gonorrhoeae? 

3. Compare y contraste los cambios de color debidos a 
los indicadores de pH en las pruebas de fermentación 
de hidratos de carbono y de utilización del citrato. ¿Se 
emplea el mismo colorante en ambas pruebas? ¿Por 
qué sí o por qué no? 

4. ¿Por qué no debería ser una práctica médica habitual 
tratar una enfermedad infecciosa con antibióticos an- 
tes de aislar el patógeno sospechoso? ¿Qué pasos pos- 
teriores deberían seguirsé de la terapia antibiótica 
cuando ha sido aislado e identificado el patógeno, qué 
pasos pasteriores deben usarse para confirmar la sen- 
sibilidad al antibiótico? ¿Por qué ез infrecuente seguir 
estos pasos fuera del ambiente hospitalario? 

5. Como profesional que se acaba de incorporararun la- 
oratorio clinico, se le ha confiado la tarea de formali- 
zar los requerimientos de seguridad en el laboratorio, 
para prevenir enfermedades infecciosas. Explique de 
qué forma monitorizaría y reforzaría las recomenda- 
ciones que se han descrito en la Sección 24.4. 

6. Basándose en las consideraciones de la respuesta pri- 
maria y secundaria de anticuerpos (Sección 229), ex- 

plique la posibilidad de coger una muestra en la in- 
fección aguda y otra en las 2 semanas después, en la 
recuperación. ¿Qué información pretende obtener del 
suero del paciente recuperado? ¿Qué clases de anti- 
cuerpos espera que haya en cada tiempo, asumiendo 
que el paciente no se ha expuesto antes а esa enfer- 
medad? 

¿Cómo la administración de un antígeno influencia la 

sensibilidad o la especificidad de una muestra de an- 

ticuerpos policlonales? 


d 


12. ¿Cuáles son las 


14. Defina los tests para 


8. En los ensayos de precipitación se forman complejos 
de antígeno y anticuerpo debido al exceso de anti- 
cuerpo o debido al exceso de antigeno, esto ocurre por- 
que los reactivos no están en proporciones óptimas. 
¿Es el exceso de antígeno o anticuerpo problemático 
рага que se produzca la aglutinación? ¿Cuáles son las 
potenciales desventajas de los ensayos rápidos, basa- 
dos en el no cultivo? 

9. ¿Cuáles son las ventajas de los sistemas de identifica- 
ción rápida, como es el caso de las pruebas de agluti- 
nación, comparados con las técnicas de diagnóstico 
dinico? Exponga las posibles desventajas de las prue- 
bas rápidas que no se basan en cultivos, 

10. Diseñe un ensayo de anti fluorescentes para 
confirmar un diagnóstico inicial de «faringitis estrep- 
tocócicar (Streptococcus pyogenes es el agente etiológi- 
со de la faringitis estreptocócica). Exponga todos los 
aspectos del ensayo incluyendo la preparación de an- 
tisueros, los controles que se necesitan y la interpreta- 
ción clínica, 

11. Diseñe una prueba de ELISA para la detección del vi- 
rus de la hepatitis A en heces (Sección 26.11). Diseñe 
también una indirecta para la detección de la 
exposición al virus de la hepatitis A, Haga una lista con 
todos los reactivos de cada test y explique el funda- 
mento de las diferencias entre directos e indirectos, 
¿Puede un individuo ser positivo para ambos tests? 
¿Por qué sí o por qué по? 


ventajas de la utilización 
де sondas de DNA en microbiología diagnóstica? Ex- 
ponga de dónde puede obtener información para di- 
sear sondas de análisis mediante la reacción en cade- 
na de la polimerasa (PCR) para el virus de la hepatitis 
Adela pregunta 11. 


13. Discuta la importancia de la carga vírica en el trata- 


miento y la progresión del SIDA. 
un nuevo patógeno ví- 
rico, Esté seguro de incluir ensayos de crecimien- 
to y ensayos moleculares. ¿Dónde daría sus resulta- 
dos? 
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Il EPIDEMIOLOGÍA 


MI EPIDEMIOLOGÍA Y SALUD PÚBLICA 
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Glosario 


Aguda infección de corta duración quese es 
"Месо rápidamente y tiene una rápida ге 
superación 

aparición de un gran número de casos 
'de una enfermedad en un corto periodo de 


tiempo 
Crónica infección de larga duración 
Cuarentena la práctica de restringir el des 
úplazamiento de individuos con enferme- 
dades altamente contagiosas, con el fin de 
-evitar la difusión de la enfermedad 
enfermedad constantemente pre 
sente, habitualmente en bajo número 
con origen común «pudes que 
resulta al infectarse un gran número de 
personas por una misma fuente de conta- 
minación 
la de persona a persona «px 
mia que resulta del contacto entre dos per- 
sonas, caracterizada por una gradual ele- 
vación y descenso del número de casos 
aparición de una enfermedad en 
un número de ıs muy elevado, en 
ara región localizada > 
estudio de la incidencia, dis 
5 tribución y control de las enfermedades in- 
сс» 


Pómites objetos inanimados que, si se conta- 
minan con un patógeno viable, pueden 
transferir el patógeno al hospedador 

Guerra biológica el uso de agentes biologi 
Cos para incapacitar о matar a los huma- 


Incidencia el número de casos de enferme: 
dad en una población 

Infección nosocomial niaiso adquirida 
enel hospital 

Infecciones emergentes estermedado n 
сдава» que se cree que estan bajo control 

vuelven a aparecer 

у pa 
"nfccioss cuya incidencia ha aumentado 
en los últimos 20 años о cuya incidencia 
amenaza con aumentar en un futuro prò 

Inmunidad de grupo resistencia de un grupo 
un patógeno, como resultado de la inm- 
idad de una gran proporción de lom maem 
bros del grupo 

Morbilidad п Зема de una entermedad en 
una población 

Mortalidad incidencia de muertes en una po 


Pandemia epidemia de ámbio mundial 


Portador individuo con una infección sub- 
inc, que pete propagar una смете 

Prevalencia la proporción о porcentaje de 
individuos de una población que белеп 
una enfermedad 

өгөгөн sitos en los que permanecen los 
gentes indecisos viables y a parir els 
Cuales puede осот una infección 

Salud pública la said de la población en 
conato 

Weeder agente vivo que transfiere un patóge- 
o (tr el otro uso de la palabra en el С 
ришом) 

Vehículo Fuente inanimada de patógenos que 
infecta а gran número de Individuos. Ve. 
сш comunes son lx alimentos y el 


agua 

Vigilancia observación, reconocimiento y de- 
claración de las enfermedades cuando apa- 

Zoonosis enfermedad que ocurre primor- 
dialmente en los animales, pero puede ser 
transmitida a las personas. 


PRINCIPIOS DE EPIDEMIOLOGÍA 


neste capítulo estudiamos cómo se difunde un pa- 
tógeno desde un individuo infectado a otros de la 
lación. Por tanto estamos refiriéndonos aquí a la salud 
la. Los principios establecidos en este capítulo son fun- 
tales para controlar la difusión de la enfermedad in- 


Una medida de nuestro éxito en el control de las enfer- 
edades infecciosas es la que indican los datos presentados 
Figura 25.1, que compara las causas actuales de muer- 
еп los Estados Unidos, con las existentes al comienzo del 
veinte. Muchas enfermedades microbíanas ya no re- 
tan el peligro para la salud pública que representa- 
оп en otra época en los países desarrollados. Sin embargo, 
паз enfermedades infecciosas siguen siendo un im- 
te problema para la salud pública, incluso en países 
lados, y otras enfermedades infecciosas nuevas es- 

endo continuamente. 

Ел el mundo, las enfermedades infecciosas son respon- 
de casi el 30% del total de los 56 millones de muertes 
es calculadas. Como veremos, varias de estas enfer- 

dades pueden ser prevenidas. Claramente, las enferme- 
infecciosas seguirán siendo un importante problema 

salud pública; incluso en Estados Unidos, las muertes 
enfermedades infecciosas se están incrementando (Fi- 
га 25.1). La erradicación y el control eficaz de las enfer- 
des infecciosas requiere soluciones cientificas, médi- 
¡económicas, políticas y educativas. 


La epidemiología como ciencia 


Las enfermedades infecciosas afectan a individuos, pero las 
enfermedades no son adquiridas cuando los individuos no 
forman parte de una población. Por tanto, las enfermedades 
infecciosas se estudian en relación con sus efectos en las po- 


Mortalidad por 100 000 habitantes 


1820 


1960 


ETE Muertes debidas a infecciones өп Estados Unidos. 
Las: infecciosas han declinado a lo largo del siglo хх вх: 
cepto el gran número de muertes en 1918 y 1919, debidas a la pan- 
demia de gripe: las muertes han sufrido un incremento significativo 
desde 1980. De Hughes, J. M. 2001. Emergencia de enfermedades in- 
tecciosas: una perspectiva СОС. Emerg. Infecct Dis. 17: 494-496. 


1980 


blaciones. El estudio de la incidencia, distribución y con- 
trol de las enfermedades en las poblaciones es el campo de 
la epidemiologi 

Para seguir existiendo en la naturaleza, un patógeno debe 
ser capaz de crecer y multiplicarse. Por esta razón, un aspec- 
to importante de la epidemiología de cualquier enfermedad 
es la consideración de la historia natural del patógeno. En mu- 
chos casos, el patógeno no puede crecer fuera del 
dor y si el hospedador muere, el patógeno morirá también 
Por tanto, los patógenos que producen la muerte del hospe- 
dador antes de transmitirse a un nuevo hospedador, se extin- 
guen. Esto plantea la cuestión de por qué los patógenos, en 
algunas ocasiones matan a sus hospedadores. De hecho, un 
parásito bien adaptado vive en sincronía con su 
tomando sólo lo que necesita para su existencia y causando el 
mínimo daño. Sin embargo, con frecuencia se producen gra- 
ves daños cuando surge un nuevo patógeno frente al cual el 
hospedador no ha desarrollado resistencia o cuando la resis- 
tencia del hospedador cambia a causa de una dieta pobre, 
edad y estrés (vénse Sección 21,13). Los patógenos son fuerzas 
de selección en la evolución del hospedador, del mismo modo 
que los hospedadores son fuerzas selectivas en la evolución de 
los patógenos. Cuando existe un equilibrio entre el hospeda- 
dor y el patógeno, ambos coexisten en una relación estable. 
Sin embargo, cuando el patógeno no depende del hospedador 
para sobrevivir, el patógeno puede causar una enfermedad 
devastadora. Por ejemplo, organismos del género Clostridium, 
habitantes ubicuos del suelo (énse Sección 12.20), ocasional- 
mente infectan a los humanos causando enfermedades tan 
graves como el tétanos y el botulismo (véanse Secciones 20, 
278 y 295) 

El epidemiólogo sigue la distribución de una enferme- 
dad para identificar su origen y modo de transmisión. Los 
datos epidemiológicos se obtienen a partir de los estudios 
clínicos, revisiones e informes sobre la enfermedad, cues- 
tionarios de seguros y entrevistas con pacientes, para defi- 
nir los factores comunes que constituyen una enfermedad. 
Esto contrasta con el estudio de la enfermedad en la clini- 
са o еп el laboratorio, donde la finalidad es el tratamiento 
del paciente individual. El conocimiento de los aspectos tan- 
to clínicos como ecológicos de una enfermedad determi- 
nada, es importante para establecer medidas de sanidad 
Pública que sean efectivas en el control de [a enfermedad. 


| Figura 25.2 Ciasfcacion de las 
enfermedades según su incidencia. 
Cada punto representa varios casos 
де una determinada enfermedad. Las 
enfermedades endémicas están pre- 
sentes en la población en una área 
determinada. Las enfermedades epi- 
émicas muestran gran distribución en 
чп área amplia, generalmente desde 
оп toco endémico, Las enfermedades 
pandémicas muestran una distribución 
у по muestran un foco geográfico. 


(a) Entermedad endémica 


$ 


Y 25.1 Revisión de conceptos 


La epidemiología sigue la difusión de las enfermedades en las 

poblaciones. El epidemiólogo desarrolla métodos para el control 

de la enfermedad infecciosa, definiendo las interacciones del 

patógeno con la población de hospedadores. 

Y ¿Enquése diferencia un epidemiólogo de un microbiólogo? 

Z ¿Por qué el epidemiólogo obtiene datos de las enfermeda- 
des infecciosas en una población? 


[ 25.2 | Terminología epidemiológica 


El epidemiólogo utiliza varios términos que tienen un sig- 
nificado específico. La prevalencia de una enfermedad en 

una población se define como la proporción o porcentaje de 
individuos de una población que padecen la enfermedad en 
un momento dado. La incidencia de la enfermedad es el nú- 
mero de individuos enfermos de una población en riesgo, 
Se dice que la enfermedad es epidémica cuando ocurre a un 
mismo tiempo en un número inhabitualmente alto de ind 
viduos de una comunidad; una pandemia es una epidemia 
ampliamente distribuida. (Figura 252. Роге! contrario, цай 
enfermedad endémica es aquella que está continuamente 
presente en una población, pero con poca incidencia. En 
enfermedad endémica, el patógeno puede no ser muy virus 
lento, o la mayoría de los individuos pueden ser inmui 

también la incidencia de la enfermedad es baja, Sin eme 

Čargo mientas dura una situación endémica, релета 
unos cuantos individuos que sirven de reservorio de la 
fección. 

Осштеп casos esporádicos de la enfermedad cuando ве 
gistran casos individuales en zonas geográficamente se 
das, lo cual implica que los casos no están relacinados, Ut 
brote de la enfermedad tiene lugar cuando se observa un 
mero de casos, generalmente en un corto periodo de ti 
еп una zona donde previamente sólo había casos еврога 
de la enfermedad. Por último, se emplea la expresión in 
ión subclínion para describirlo que pa 


como portadores de una determinada enfermedad 
aunque ellos muestran pequeños síntomas o ni siquiera 


(6) Enfermedad epidémica 
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muestran, todavía pueden estar transportando y diseminan- 
do activamente el agente patógeno (vénse Sección 253). 


Mortalidad y morbilidad 

Enla práctica, la incidencia y prevalencia de una enferme- 
dad se determinan a partir de estadísticas de enfermedad 
у muerte. Con estos datos, se puede tener una imagen de la 
salud pública de una población. La población que se con- 
Sidera puede variar en cuanto a tamaño desde la población 
humana total hasta la población de una región localizada de 
шла ciudad, estado o un país. La salud pública varía de una 
región a otra y también а lo largo del tiempo; por ello la 
evaluación de la salud pública en un momento dado es sólo 
Ta instantánea de la situación. Al seguir examinando las es- 
tadísticas de la salud a lo largo de muchos años, es posible 
evaluar determinadas políticas sanitarias que pueden in- 
fluir sobre la incidencia de las enfermedades. 

La mortalidad expresa la incidencia de muertes en la po- 
blación. En 1900, las enfermedades infecciosas fueron la 
cipal causa de muerte en los países desarrollados (Figura 
1,7), en tanto que ahora tienen un significado mucho menor 
enfermedades no infecciosas como las enfermedades del 
сюгагбп y el cáncer, que tienen mayor importancia. Sin em- 
bargo, la situación actual podría cambiar rápidamente si se 
interrumpiesen las medidas de sanidad pública; y de hecho 
no refleja la situación a nivel mundial, En los países en des- 
arrollo, las enfermedades infecciosas siguen siendo la prin- 
cipal causa de muerte (véanse Tabla 25.1 y Sección 25.9). 

La morbilidad se refiere а la incidencia de la enfermedad 
en las poblaciones e incluye tanto enfermedades mortales 
omo las que no lo son. Las estadísticas de morbilidad definen 
claramente la salud de la población con más precisión que las 
estadísticas de mortalidad, porque algunas enfermedades que 


Enfermedades respiratorias agudas" * 
Sindrome de la inmunodeficienca adquirida (SIDA) 
Enfermedades diarréicas 
Tuberculosis” - 
Malaria 
Sarampión" 
Teano” 
Tos berina” 
Meningitis bacteriana” 
Sikis 
Hepatitis (todos los tipos)" 
fricana (enfermedad del sueño) 


Infecciones intestinales por nematodos. 
Esquistosomiasis 

Dengue 

Otras enfermedades comunicables 


afectan a la salud de manera importante, sólo tienen una mor- 
talidad baja. Las causas principales de enfermedad son muy 
diferentes de las principales causas de muerte. Las principa- 
les enfermedades son afecciones respiratorias agudas (por 
ejemplo, el catarro común) y afecciones agudas del sistema 
digestivo, que generalmente se deben a agentes infecciosos y 
son causa habitual de muerte en los países desarrollados, 


fermedad aguda típica puede dividirse en varias etapas: 


1. Infección: el organismo empieza a multiplicarse en el 
hospedador. 


2. Periodo de incubación: el tiempo que transcurre desde la 
infección hasta la aparición de los síntomas de la en- 
fermedad. Algunas enfermedades como la gripe (véase 
Sección 26.8), tienen periodos de incubación cortos, que 
se miden por días; otras como el SIDA, los tienen más 
largos, que se miden por años (véase Sección 26.14). El 
periodo de incubación de una determinada enferme- 
dad está determinado por el tamaño del inóculo, la vi- 
rulencia del patógeno, la resistencia del hospedador, y 
la distancia entre el sitio de entrada y el foco de la in- 
fección (véase Sección 21.8). Al final de la incubación 
aparecen los primeros síntomas, tales como el dolor de 
cabeza y la sensación de malestar. 


3. Periodo agudo: la enfermedad está en su punto cumbre, 
соп síntomas evidentes como fiebre y escalofríos, 


4... Periodo de declive: los síntomas de la enfermedad van 
cediendo, generalmente después de un periodo de in- 
tensa sudoración y empieza a notarse una sensación de 


40000 Bacterias, virus, hongos 
27000 Virus 
220000 Bacterias, virus 
1700000. Bacterias 
1100000 Protozoos 
375000 Vins 
377000 Bacterias 
29500 Bacterias 
171 000 Bacterias 
153000 Bacterias 
124 000 Vinas 
66000 Protozoos 
57000 Protozoos 
16000 Bacterias 
1600 Gusano parásito 
мою Gusano parásito 
13000 Virus 
1700000 


los datos representan valores calculados рагам número de muertes en todo el mundo, ha habido S6 millones de odas ls causas. Alrededor де 15% millones de 
тене» se deberion a enfermedades infecciosas, muchas de elas еп paises en desarrolla. Fuente Organización Mundial del Salud Ginebra иш. 


Enfermedades para las que hay vacunas 


Para la gripe y Streplorverua purumoniae hay vacunas, para kos catas no hay vacunas 
as vacunas están disponibles рага enfermedades como la hepatitis A у В. Nu hay vacunas para otras tipos de hepatitis 
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bienestar. La desaparición de los síntomas puede ser 
rápida (un día), en cuyo caso se dice que ha habido una 
crisis, o puede ser más lenta, a lo largo de varios días, 
еп cuyo caso se dice que ha sido por lisis. 


5, Periodo de convalecencia: el paciente recobra vigor y vuel- 
vea la normalidad. 


Durante las últimas etapas del ciclo de la infección, los 
mecanismos inmunitarios del hospedador se van hacien- 
do cada vez más importantes y, en la mayoría de los casos, 
la recuperación total requiere y da como resultado una in- 
munidad activa. 


Y 25.2 Revisión de conceptos 


Una enfermedad endémica está constantemente presenten bajo 
número en una población. En las epidemias se produce una in- 
cidencia de la enfermedad que habitualmente ocurre en una de- 
terminada población. Una infección puede causar morbilidad 
(enfermedad) о mortalidad (muerte), en una poblacion. La en- 
fermedad sigue en el hospedador unas pautas clínicas predeci- 
bles, 


«2 Diferencie entre una enfermedad endémica, una enferme- 
dad epidémica y una pandemia. 

Y Distinga entre morbilidad y mortalidad. ¿Cómo la morbili 
Чий del hospedador puede suponer una ventaja para el pa- 
tógeno? 

Y ¿Cómo la mortalidad del hospedador puede ser una ventaja 
Para el patógeno? 


E iie ee e emermeans 


Los reservorios son sitios en los que agentes infecciosos via- 
bles permenecen vivos y a partir de los cuales puede surgir 
la infección de los individpos. Los reservorios pueden ser 
tanto animados como inanimados. La Tabla 25.2 ofrece una 
lista de algunas enfermedades humanas comunes y de sus 
reservorios. Algunos patógenos son primordialmernte sapro- 
fitos (viven a partir de materia muerta) y sólo incidentalmen- 
te infectan y causan enfermedad. Por ejemplo, Clostridium 
tetani (el agente etiológico del tétanos) habita normalmente 
en el suelo. La infección de los animales por este organismo 
es un acontecimiento accidental; para él no es esencial in- 
fectar un hospedador para continuar su existencia y, aún 
cuando no hubiera hospedadores susceptibles, С. tetani зе- 
guiría sobreviviendo en la naturaleza. 

Sin embargo, muchos patógenos tienen otros organis- 
mos vivos como únicos reservorios. En estos casos, el re- 
servorio es un componente esencial del ciclo de vida natural 
del agente infeccioso, Algunas infecciones sólo tienen lugar 
еп seres humanos y el mantenimiento del ciclo exige una 
transmisión de persona a persona (véase Capítulo 26). Este 
tipo de ciclo del patógeno es común en las enfermedades 
respiratorias víricas y bacterianas, en las enfermedades de 
transmisión sexual, en las infecciones estreptocócicas y es- 
tañlocócicas, la difteria, la fiebre tifoidea y las paperas. Como 
veremos, los patógenos que dependan de un solo hospeda- 
dor pueden ser erradicados (véase Sección 25.8). 


Zoonosis 
Algunas enfermedades infecciosas que afectan a las per- 
sonas también afectan a los animales. Una enfermedad que 
afecta principalmente a animales, pero que ocasionalmen- 
te se transmite a las personas se denomina zoonosis. Dado 
que las medidas veterinarias de sanidad para los animales 
están menos desarrolladas que las medidas sanitarias para 
las personas, la tasa de infección de algunas enfermedades 
es mucho más alta en animales y la transmisión de animal 
а animal es habitual. Sin embargo en ocasiones la transmi- 
sión es del animal a la persona. En tales enfermedades, la 
transmisión de persona a persona es poco probable. Por 
tanto, el mantenimiento del patógeno en la naturaleza de> 

de la transmisión de animal a animal. No obstante, 
el control de las zoonosis en las poblaciones humanas еп 
modo alguno hace que dejen de ser un problema de salud 
pública. En efecto, en general suele lograrse un control más 
efectivo de la enfermedad eliminándola de los reservorios. 
animales, Es notable el éxito logrado en el control de епа 


таптап. 


y eliminando los animales infectados. 
La pasteurización de la leche tuvo también una enorme ime 
portancia para evitar la transmisión de la tuberculosis 
vina a las personas, dado que la leche era el principal 
vehículo de transmisión, 

Ciertas enfermedades infecciosas tienen ciclos más 


mal al hombre, y de éste al animal. 
deben a organismos con ciclos de vida complejos como 
protozoos (por ejemplo la malaria, объе Sección 27.5). En 
tos casos el control de la enfermedad en la población р 
hacerse a través de las personas o bien a travós del 
dador animal. 


Portadores 
Un portador es un individuo infectado sin síntomas cl 
de la enfermedad clínica. Los portadores son fuentes 
tenciales de infección para otros y son importantes 
comprender la difusión de la enfermedad. Los portadi 
pueden ser individuos en periodo de incubación de la 
fermedad, еп cuyo caso el estado de portador precede; 
desarrollo de los síntomas. Los portadores de esta clase: 
fuentes primarias de agentes infecciosos para las in! 


пез respiratorias todavía no son conscientes de 
infección y por ello no toman precauciones para no i 
tar a otros. Tales personas son portadores agudos porque: 


También son significativos desde el punto de vista de la 
nidad pública los portadores crónicos, los cuales рш 
permenecer infectados durante largos peroiodos de 
Los portadores crónicas pueden ser individuos que р; 
perfectamente saludables. Tuvieron una enfermedad. 
са y se recuperaron, о bien pueden tener una infección: 
clínica que ha permenecido inaparente. Los portadi 
pueden identificarse por una serie de técnicas діа 
cas, técnicas der cultivo (vénse Sección 24.1) o técnicas 
lógicas, (anticuerpos) (véase Sección 24,5). Por ejemplo, 


Epidemias con origen comun” 


Carbunco Bacillus anthracis (B) Leche o came de Ganado vacuno, — Destrucción delos animales infectados 
animales infectados porcino, cabras, 
ovejas, caballos 
Disenteria bacilar Shigella dysenteriae (B) Contaminación fecal © Personas Detección y control de portadores; 
de los alimentos revisión delos manipuladores de 
ol agua alimentos, descontaminación de los 
abastecimientos de agua 
Adecuada conservación delos 
Botultamo Clostridium botulinum (B) Alimentos contaminados Suelo alimentos 
рога suelo Pasteurización de la leche; control de 
Brucelosis Brucella melitensis () Carme o leche Ganado vacuno, Ia infección en los animales 
“de animales porcino, cabras, 
contaminados ovejas, caballos Descontaminación de fuentes públicas 
Cólera Vibrio cholerae ( Contaminación fecal de Personas de agua 
los alimentos y agua 
Descontaminación delas fuentes 
Ecol 015747 Escherichia coli O157:H7 (В) Contaminación fecal de — Personas y vacas públicas de agua; revisión de los 
(intección los alimentos y agua manipuladores de alimentos; 
alimentaria) pasteurización de bebidas. 
Descontaminación de fuentes públicas 
Giardiasis Giardia spp. (P) Contaminación fecal Mamerossalvajes deagua 
да agua Descontaminación de los fluidos y 
Hepatitis Hepatitis A, B,C, D,E(V) Personas infectadas Personas Kömites contaminados; vacunación si 
ve dispone de ella (A y B sólamente) 
Descontaminación de los aires 
Legionelosis Legionella pneumophila (B) Agua contaminada Ambientes acondicionados y de las torres de 
húmedos aireación 
Descontaminación de las fuentes 
Fibre paratifoikdea Salmonella paratyphi (B) Contaminación fecal de — Personas Públicas de agua; revisión de los 
los alimentos y agua manipuladores de alimentos; 
vacunación 
Descontaminación de las fuentes 
Fiebre tifoidea Salmonella typhi (B) Contaminación fecal de — Personas Públicas de agua; revisión de los 
los alimentos y agua manipuladores de alimentos; 
pasteurización de la leche; 
- vacunación 
Epidemias de hospedador a hospedador 
Enfermedades respiratorias Vacunación; cuarentena delos 
Difteria Corynebacterium Casos humanos y Personas individuos infectados 
diphtheriae (B) portadores: alimento 
infectado y fómites Control dela población de roedores y 
Sindrome Hantavirus (V) Inhalación de Roedores dela exposición а ellos 
pulmonar contaminación fecal; 
Hantavirus contacto Cuarentena delos casos activos 
Febres hemorrágicas Virus Ébola (V) Fluidos corporales Desconocido 
infectados Tratar los expuestos, con 
Meningitis Neisseria meningitidis (B) Casos humanos y Personas sultadiazina, para las cepas sensibles 
meningocócica portadores 
Tratamiento antibiótico; aislamiento 
Neumonia ЕТЕ Portadores humans Personas de los casos durante el periodo de 
eum! pneumoniae (B) contagio 
Tratamiento con isoniazida; 
Tuberculosis Mycobacterium Esputos de personas Personas y ganado pasteurización de la leche 
tuberculosis (B) enfermas. leche vacuno 
contaminada Vacunación; aislamiento de los casos 
Tos terna Bordetella pertussis (B) Casos humanos Personas Vacunación: evitar el contacto entre 
СУ Virus de la rubeola (V) Саа humanos Personas individuos infectados y mujeres 
embarazadas 


cantina) 
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Tabla 25.2 
Gripe Virus de la gripe (У) 
Sarampión Virus del sarampión (V) 
Enfermedades de transmisión sexual! 

Síndrome de la Virus de la 
inmunodeficiencia  inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA) humana (VIH) 

Clamidias Chlamydia trachomatis (B) 

Gonorrea Мети gonorrlaeae (B) 

ЕЯ Treponema pallidum (B) 

Tricomoniasis Trichomonas vaginalis (P) 


Enfermedades transmitidas por vectores 
Titus epidémico 


Enfermedad de Lyme 
Malaria Plasmodium spp. (P) 


Peste Yersinia pestis (B) 


Fiebre manchada de las Ricketsiaricketsi (B) 


Montañas Rocosas 


Enfermedades transmitidas por contacto directo 


Psitacosis Chlamydia psittaci (В) 

Rabia Virus dela rabia (V) 

Tularemia Francisella 
tularensis (B) 


+в, Bacteria, V, virus, P. protono: 


Rickettsia prowazekii (B) 
Borrelia burgdorferi (B) 


Casos humanos 
Casos humanos 


Fluidos corporales. 
infectados, 
especialmente semen 
y sangre 

Secrecciones uretrales, 
vaginales y anales 


Secreccione umatras 
y vaginales 


Exudado infectado y 
sangre 


Secrecciones uretrales, 
vaginales y de próstata 


Picadura de un piojo 
infectado. 

Picadura de garrapata 
infectada 


Picadura del mosquito. 
Anopheles. 

Picadura de pulga 

Picadura de garrapata 
infectada. 


Contacto con aves o 
excrementos de aves 


Mordedura de camivoro 


Contacto con conejos. 


® Algunas enfermedades de ongen comu tambén pueden лапата че persons а persona. 


* Las enferemesados de transmisor sexual pueden combstipe usando preservativos y por abstinencia sexual 


antígenos de Mycobacterium tuberculosis para desvelar la hi- 
persensibilidad retardada (exposición previa a la infección 
activa) son usados para definir el estado de tuberculosis 


(véanse Secciones 22.13 y 265). 


Entre las enfermedades en las que los 
portantes se incluyen: la hepatitis (véase Sección 26.11), la 
tuberculosis (véase Sección 26.5) y la fiebre tifoidea (oénse el 
recuadro «El trágico caso de Maria Tifoidea», vénse Sección 
25.3). A veces los controles de los manipuladores de 


Personas, animales 
Personas 


/_ 25.3 Revisión de conceptos 
Para comprender cómo se desarrolla la enfermedad, debe 
nocerse el reservorio del patógeno. Algunos patógenos exi 
enel suelo, en el agua o en animales. Otros patógenos están 


Vacunación 
Vacunación 


Tratamiento con inhibidores de la 
replicación vírica (no curativo) 
(véase Sección 26.14) 


Ensayos para ver el organismo durante 
las revisiones pélvicas de rutina; 
quimoioterapia a los portadores y 
contactos potenciales; seguimiento y 
tratamiento de ls casos. 

Quimioterapia a los portadores y 
contactos potenciales; seguimiento. 
y tratamiento de los casos 

Identificación por pruebas serológicas; 
tratamiento antibiótico alos 
individuos seropositivos. 

Quimioterapia alos individuos 
infectados y contactos 


Control de la población de piojos. 


Evitar la exposición a garrapatas; 
tratar con antibióticos a los 
individuos infectados 

Control de la población del mosquito; 
tratar а las personas con drogas 
antipalódicas 

Control de las poblaciones de 
roedores; vacunación 

Evitar exponerse a las garrapatas; 
tratar alos individuos infectados 
con antibióticos 


Evitar exponerse a aves; tratar a los 
individuos infectados con 
antibióticos 

Evitar las mordeduras de animales; 
vacunación de los manipuladores 
de los animales y de los individuos. 
expuestos 

Evitar el contacto con conejos; tratar 
con antibióticos a los individuos 
infectados 


mentos y de los trabajadores sanitarios se hacen para 
tectar casos inaparentes de estas infecciones. 


tringidos a las personas y se transmiten únicamente por 
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Aprendiendo del pasado... 


1 clásico ejemplo de un portador cróni- 

со tué la mujer conocida como Maria Ti- 
деа (Mary Typhoid), una cocinera que 
trabajaba en la ciudad de Nueva York y en 
Long island, а comienzos del siglo xx Typhoid 
Магу (su nombre verdadero era Mary Mallon) 
estuvo empleada en varias casas de huéspo- 
des a Insituciones у, como cocinera, estaba. 
enla posición clave para infectar а un gran n- 
mero de personas. La Investigación extensiva: 
бе un gran número de brotes de fiebre tifoi- 
dea, realizada porel Dr. George Soper, puso. 
e manifesto que Mary ora la posible fuente: 
de contaminación. Cuando se hizo ol análisis 


El trágico caso de María Tifoidea 


bacteriológico de sus heces, tenía un elevado. 
número де la bacteria Salmonella typhi cau- 
sant de la fiebre tods. Fué portadora du- 
fante muchos años, probablemente porque su. 
vesiada biar estaba infectada y los organis- 
тоз зе excretaban continuamente desde alí 
а su intestino. Las autoridades sanitarias lo 
көоетоп la posiblidad de eliminar a vesícu- 
la bikar, pero ella rechazó la operación y para 
міш que continuase siendo una fuente de 
contaminación, tué levada a prisión. Después 
бе casi ros años recluida, tué Iberaca, con el 
compromiso de que no мома a cocinar ni a 
manipular alimentos para орав personas y que 


сатыб su nombre y estuvo de cocinera enho- 
teles, restaurantes y sanatorios, dejando tras 
бе sí una евина де fiebre tbidoa, А! cabo бе. 
опсо años, fué capturada como resultado бе 
la investigación de una epidemia que ocurrió 
өп un hospital de Nueva York. De nuevo fué 
arrestada y conducida а prisión y permaneció 
аю custodia en la ista de North Brother өп ol 
rio Enst de la cudad de Nueva York, durante 
23 años. Мил en 1938, 32 años después de 
haber descubierto el epidomidlogo que oña era 
un portador crónico de fobre ова @ 


tacto directo de persona a persona. Para controlar una enfer- 
medad es muy importante conocer los ciclos de vida de los pa- 
tógenos у los portadores, 


/ ¿Qué es un reservorio de la enfermedad? 
Y Diferencie entre portadores agudos y crónicos 


Transmisión de enfermedades 
infecciosas 


Los epidemiólogos siguen la incidencia de una enferme- 
dad correlacionando la distribución geográfica, estacional 
y los grupos de edad con los posibles modos de transmi- 
sión, Опа enfermedad limitada a un localidad geográfica 
puede sugerir un vector particular; la malaria, por ejemplo, 
se transmite por un mosquito que se encuentra principal 
mente en regiones tropicales. Una marcada estacionalidad 
de una enfermedad, con frecuencia indica ciertos mecanis- 
mos de transmisión; como en el caso de la gripeen las que 
el número de casos se eleva rápidamente cuando los niños 
мап al colegio y están en estrecho contacto. 

Los diferentes patógenos tienen diferentes modos de 
transmisión que generalmente están relacionados con los ha- 
bitat de los organismos en el cuerpo. Por ejemplo, los pató- 
genos respiratorios generalmente se transmiten por el aire, 
mientras que los patógenos intestinales se transmiten a tra- 
vés de los alimentos o el agua. Si el patógeno ha de sobrevi- 
vir, debe someterse a la transmisión de un hospedador a otro. 
Incluso los factores ambientales pueden ser importantes la 
supervivencia del patógeno; para otras variables como el cli- 
ma pueden influir sobre la exposición a un patógeno. Рог 
ejemplo, la encefalitis californiana causada por un virus RNA. 
Че cadena sencilla (Bunyavirus) (vénse Sección 16.8) es más 
frecuente en verano y en otoño, y desaparece en invierno en 
шп ciclo predecible (Figura 25.3). El virus se transmite por 
los mosquitos que, por supuesto, son más frecuentes en los 
meses cálidos. La desaparición del insecto vector hace que la 


o 
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GEME La oocencia de encetaitis californiana, una enfer- 
medad virica transmitida por mosquitos, en los Estados Unidos, por 
meses. Note el increible aumento que se produce en verano, seguido 
де un descenso incelble en invierno. La enfermedad sigue el ciclo del 
mosquito. Los datos pertenecen a centro para el control de enferme- 
dades infecciosas y prevención, Atlanta, GA, USA, Las enfermedades 
transmitidas por mosquitos siguen el mismo patrón de evolución, In- 
Suida la encefalitis equina oriental (del este), encefalitis de Saint Louis 
(MO) y la enfermedad del oeste del Nilo (West Nile). 
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enfermedad desaparezca, hasta que el mosquito reaparece 
en verano. Por tanto, los patógenos generalmente están aso- 
ciados a características о mecanismos específicos que per- 
miten asegurar la transmisión. La transmisión implica tres 
etapas: (1) salida del hospedador, (2) transmisión y (3) en- 
trada en el nuevo hospedador. Ofrecemos ahora una rápida 
visión de conjunto de los mecanismos de transmisión. 


Transmisión directa de hospedador 
a 
La transmisión de hospedadora lor tiene lugar siem- 
pre que un hospedador infectado transmite la enfermedad a 
un hospedador susceptible, La transmisión por vía respi 
toria y por contacto directo es muy común. La transmisión 
por gotículas infectivas es el medio más frecuente por el que 
se propagan las infecciones de las vías respiratorias altas, ta- 
les como el catarro común y la gripe. Sin embargo algunos 
patógenos son tan sensibles a las influencias ambientales que 
son incapaces de sobrevivir durante periodos de tiempo sig- 
nificativos fuera del hospedador y deben transmitirse de hos- 
pedador a hospedador por contacto directo. Los mejores 
ejemplos de patógenos tranmitidos por esta vía son los res- 
ponsables de las enfermedades de transmisión sexual, tales 
como Treponema pallidum (sifilis) y Neisseria gonorrhoeae (go- 
norrea). Estos agentes son extremadamente sensibles a la de= 
secación y no sobreviven fuera del cuerpo ni siquiera durante 
unos momentos, El contacto íntimo de persona a persona, 
como al besarse o durante la actividad sexual, proporciona 
тип medio directo de transmisión para estos patógenos. No 
obstante, esta transferencia íntima sólo puede ocurrir si el pa- 
tógeno viable está presente en la persona transmisora, en el 
sitio del cuerpo que se pone en contacto con la persona пе- 
серіога. Por ello los patógenos causantes de las enfermedades 
de transmisión sexual viven еп los genitales, la boca о el ano, 
porque éstos son los sitios implicados en el contacto sexual. 
Él contacto directo también está implicado en la trans- 
misión de patógenos de la piel, tales como estafilococos (di- 
viesos y granos) y algunos hongos (tiñas). Sin embargo 
estos patógenos son relativamente resistentes a las condi- 
ciones ambientales, tales como la sequedad, y el contacto 
intimo entre dos personas no es el único mecanismo de 
transmisión, Muchos patógenos respiratorios se transmi- 
ten también por vía directa porque se dispersan en las go- 
tículas que se desprenden al estornudar o al toser. Мо 
obstante muchas de estas gotículas no permanecen mucho 
tiempo y no son capaces de transmitir la enfermedad. Por 
tanto la transmisión requiere un estrecho, aunque no nece- 
sariamente íntimo, contacto entre dos personas, 


Transmisión indirecta de hospedador 

a hospedador 

La transmisión indirecta puede ocurrir tanto а través de se 
res vivos como de seres inanimados. Los agentes vivos que 
transmiten patógenos se denominan vectores; generalmente 
son artrópodos (por ejemplo insectos, ácaros), o vertebrados 
(por ejemplo perros, roedores) (véase Capítulo 27). Los artró- 
родов vectores pueden ser hospedadores de la enfermedad, 
pero simplemente transportan el agente de un hospedador a 
otro. Un gran número de artrópodos toman su alimento al 
picar y, sí el patógeno está presente en la sangre, el artrópo- 


do vector puede ingerir el patógeno y transmitirlo al picar a 
otro individuo. De hecho, en algunos casos el patógeno se 
multiplica dentro del artrópodo, que en ese caso se conside- 
ra como hospedador alternante. Esta ión conduce a la 
producción de inóculo, aumentando la probabilidad de que 
1а próxima picadura conduzca a la infección. 

Objetos inanimados, como las ropas de cama, los jur 
guetes, los libros y los instrumentos quirúrgicos, también 
pueden transmitir la enfermedad. Estos objetos inanima- 
dos se conocen generalmente como fómites. Los alimentos 
y el agua se dice que son vehículos de la enfermedad. Los 
fómites pueden ser también vehículos de la enfermedad, 
pero las epidemias importantes originadas a partir de una 
fuente única suelen estar generalmente relacionadas con 
los alimentos o el agua, porque ambos son consumidos en 
gran cantidad por un número de personas de una pobla- 
ción (véanse Capítulos 28 y 29). 


Las epidemias 

Se pueden distinguir dos tipos principales de epidemias : las 
que tienen una fuente común y aquellas en las que la enfer- 
medad se transmite de persona a persona, En la Figura 254 
se muestran las diferencias entre ambos tipos. Una epidemia 
соп un origen común surge como resultado de una infección: 
(о intoxicación) de un gran número de personas а partir de 


Número de casos registrados cada dia 
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epidemia ayuda a distinguir su posible origen. En una epidemia con 
ente común, tal como el agua о alimentos contaminados, la curva 
¡caracteriza por una abrupta subida hasta llegar al máximo y una 
bajada que es menos abrupta que la subida. Se continúa 
¡casos durante un periodo aproximadamente igual a la duración de 
penado de incubación de la enfermedad. En una epidemía de 
dador a hospedador, la curva se caracteriza por una subida lenta у 
gresiva, y los casos continuan registrándose durante un periodo 
tiempo equivalente a varios periodos de incubación dela 
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Aprendiendo del pasado... 


а importancia del agua de bebida 

сото vehiculo para la fusión del co- 
Jera fue demostrada por primera vez en 
1855, por el médico John Snow, quien en 
aquela época no tenia conocimiento de que 
la causante del cólera era una bacteria. El 
estudio de Snow es uno de los trabajos cià- 
sicos de la epidemiología у sirve de mode- 
lo para ver сото un estudio cuidadoso 
puedo conducir а conclusiones caras y le- 
паз de significado. 

En Londres, os abastecimientos de agua 
ваа cilorontas partes йе la ciudad procedi 
an de distintas fuentes y se conducían de dis- 
intas maneras. En una ата zona del sur 
ди rio Támesis, que comprenda la Abadia 
до Westminster y el ediicio del Parlamenta. 
ú“abaslecían de agua а las casas dos compar 
Mas privadas que competían estro si, la 
Бода and Vauxhall Company y a Lam 
boin Company. El agua suministrada por la 
primera compañía ora ol principa! vohuculo 
бе transmisión del cora. Cuando Snow arn- 
рег a sospechar del abastecimiento de 
“agua de la Compañia Southwark and Vaus- 
hal, hizo una cuidadosa revisión de cada una 
o las casas de osto distrito өп donda habia 
того alguien de cólera y determinaba cual 
era ia compañia que suministraba el agua а 
ва rosidoncia. En algunas partes de la гола, 
ısonidas por estas dos compañias, cada una 
e olas tonia un monopolo, pero en una gran 
parto de а zona las dos compañías compe- 
lan gractamente, y cada una poseia tuberi- 
as indeponiiontas ao largo de varas cales. 
Las casas tonían la opción de conectar con 
una u otra сотрал y la distribución de las 


Snow y el cólera 


casas entre ambas se hacia al azar Los re- 
sultados tajantes obtenidos por los estudios. 
бе Snow fueron totalmente convincentes, i- 
сиво para aquellos que se mostraban es- 
úcépticos acerca de la mportanca del agua. 
contaminada, enla transmisión del cólera En 
las primeras sete semanas de la epidemia. 
hubo 315 muertes en 10 000 casas suminis- 
tadas por la compañía Southwark and Vaux- 
hall y sólamente 37 entre 10 000 casas que 
teciblan el agua de la Lambeth Company. En 
al resio de Londres se producían 59 muer- 
ез por cada 10 000 casas, lo cual mostraba. 
que las casas que recibían el agua de la 
Lambeth, tenían menos muertes que la po- 
blación өп general En los distrilos on los que 
сада compañía tenia derechos exclusivos, 
podria arguirso, por supuesto, que по ora ol 
agua sino algún otro factor (suelo, aire, dis- 
bución general de las casas, etc) ol que 
podia haber sido responsable de las eren- 
cias өп la incidencia de la enfermedad, pero 
төп los disirios өп los que competían ambas. 
compañías, todos los demás factores eran 
loa mismos, aunque la incidencia sra eleva- 
да еп las casas abastecidas por Southwark 
апа Vauxhall y baja өп las que recibían el 
“agua do la Lambeth Company Snow intentó 
relacionar estas doroncias өл la incidencia 
де la enformedad con las fuentes de agua 
\ййгаәдәв por las dos compañías. Coma sos- 


les y se vertían directamente al rio Támesis. 
La compañía Southwark and Vauxhall tenía. 
su abastecimiento de agua en la margen de> 
recha del Támesis, en el corazón de Londres, 
п donde podia tener lugar la contaminacón 
con las aguas residuales, en tanto que la 
compañia Lambeth obtenía su agua de un 
purto del по situado consideratiemente lejos. 
рог encima de la ciudad, y por ell estaba re- 
lativamente libre да polución Era asta diio- 
rencia en la situación de la fuente, la que 
“explicaba las derencias өп la incidencia de 
la enfermedad. En palabras де Snow. 


Dado que no eisten diferencias ni on las 
casas, ni өп la gente que recibo ol sumi- 
тато до agua de las dos companias, ni 
өп las condiciones físicas del entorno, 
resulta obvio que no podría haberse dl- 
soñado un experimento que mostrase 
соп más exactitud quo éste, ol eteclo del 
abastecimiento del agua өп al avanoa de 
la epidemia бо cólera. Esto axporimento, 
además, se hizo a la mayor escala posi- 
ble. No menos de trosciantas ти parso- 
nas de ambos sexos, de todo tipo de 
edad y ocupación y de todo rango у 
clase social, desde los más ricos а los 
más pobres, se dividieron өп dos grupos. 
өп que alos lo ећдегап y en la mayoría 
до los casos, sin su conocimiento; un 
grupo recibió agua que contenía restos 
de las cloacas de Londres y өп alla lo 
que podía proceder de los pacientes de 
cólera, y el otro grupo recibía agua bas- 
ante libro de ostas impurezas, 


та fuente común contaminada, tal como un alimento û el 
agua. Generalmente una contaminación de este ipo se pro- 
duce a causa del mal funcionamiento de las medidas higié- 
picas en el sistema central de distribución. Las enfermedades 
transmitidas por los alimentos o por el agua son principal- 
mente enfermedades intestinales; el patógeno abandona el 
cuerpo con la materia fecal, contamina el alimento o el agua 
debido a prácticas sanitarias inapropiadas, y luego penetra en 
el tracto intestinal del receptor durante la ingestión. Dado 
que las enfermedades transmitidas por alimentos o por el 
agua son las más fáciles de controlar con medidas de sani- 
dad pública, las estudiaremos con más detalle en los Capítu- 
los 28 y 29 (véanse también los recuadros «Snow y el cólera» 
y «El trágico caso de María Tifoidea», en este capítulo). La in- 
dencia de la enfermedad en un brote con una fuente común 
secaracteriza por una rápida elevación hasta un máximo, de 
bido a que un gran número de individuos ingiere alimentos 
у agua contaminados en un periodo relativamente corto de 
tiempo (Figura 25.4). El brote con una fuente común también 


desaparece rápidamente, aunque la disminución es menos 
rápida que la subida. Se están declarando casos durante un 
periodo de tiempo aproximadamente igual a la duración del 
periodo de incubación de la enfermedad. 

En una epidemia de hospedador a hospedador, la in- 
cidencia de la enfermedad presenta una elevación progre- 
siva relativamente lenta (Figura 25.4) y una disminución 
gradual. Se siguen registrando casos a lo largo de un pe- 
riodo de tiempo equivalente a varios periodos de incuba- 
ción de la enfermedad. La epidemia puede haberse iniciado 
por la aparición de un único individuo infectado en una 
población susceptible y este individuo puede haber infec- 
tado a uno o más individuos de la población. El patógeno 
se multiplica luego en los individuos susceptibles, alcanza 
una etapa en la que puede transmitirse y es transferido а 
otros, donde se multiplica y de nuevo se transmite, La Ta- 
bla 25.2 resume algunas de las caracteristicas epidemioló- 
gicas clave de algunas de las principales enfermedades 
epidémicas observadas actualmente, 


Un patógeno puede transmitirse directamente de un hospedador 
а otro, o indirectamente por medio de otro agente vivo llamado. 
vector u objetos innanimados (fómites) y por vehículos comunes 
como los alimentos о el agua. Las epidemias pueden originarse a 
partir de una fuente común o de hospedador a hospedador. 


Y Compare una epidemia de origen común соп una epidemia de 
hospedador а hospedador. Cite al menos un ejemplo de cada 
una de ellas. 

4. Sugiera un método para detener la expansión de una epi- 
demia de origen común y una de hospedador a hospedador 


Е La comunidad de hospedadores 


La colonización por un parásito de un hospedador suscep- 
tible no inmunizado, puede conducir, en primer lugar, a 
una infección explosiva y a una epidemia. Sin embargo а 
medida que la población de hospedadores desarrolla una 
resistencia, se va controlando la dispersión del parásito y 
llega un momento en el que se alcanza un equilibrio entre el 
parásito y el hospedador. En un caso extremo, un fallo en 
el equilibrio puede conducir a la muerte y potencial des- 
aparición de los hospedadores. Si el patógeno no tiene otro 
hospedador, podría ocasionar la extinción del patógeno. La 
evolución del patógeno se mide por el establecimiento del 
equilibrio con el hospedador, que conlleva la no destruc- 
ción del hospedador. La realidad es que el parásito y el hos- 
pedador influyen uno sobre la evolución del otro; es decir, 
que hospedador y parásito coevolucionan. 


Coevolución de un hospedador y un parásito 
Un excelente ejemplo experimental de coevolución de hos- 
pedador y parásito tuvo lugar cuando, intencionadamente, 
se introdujo un virus para controlar las poblaciones de co- 
nejos salvajes en Australia. 

Los conejos salvajes se introdujeron en Australia en 1859, 
[кемеле de Europa, y rápidamente ве hasta 

legar а invadir grandes áreas del continente. Él Myxoma vi- 
rus, (N. del К. virus de la mixomatosis, virus DNA del géne- 
ro Leporipoxvirus, familia Poxviridae) fue descubierto en conejos 
sudamericanos que pertenecen a una diferente de la 
de los conejos europeos que había en Australia” En América 
del Sur el virus y su hospedador están aparentemente en equi- 
librio y el virus sólo causa una enfermedad leve. Sin embar- 
80, el mismo virus es extremadamentre virulento en el conejo. 
europeo y casi siempre causa una infección mortal. El virus 
pasa de conejo а conejo por las picaduras de los mosquitos y 
Otros insectos, y es capaz de extenderse rápidamente en zonas 
donde están los insectos vectores adecuados. 

El Myxoma virus fué introducido en Australia en 1950 
para controlar la población de conejos. En unos meses el 
Virus se había establecido bien en la población y se disper- 
só por una zona de Australia tan grande como toda la Eu- 
ropa occidental. La enfermedad presentaba una pauta 
estacional muy marcada, elevándose el máximo en verano, 
cuando los mosquitos vectores estaban presentes y dismi 
nuyendo en invierno. La epidemiología del Myxoma virus 
fue estudiada por los científicos australianos como mode- 
lo de una epidemia inducida por un virus. Se aisló el virus 


delos conejos salvajes y las cepas aisladas se caracterizaron 
en cuanto a su virulencia para los conejos de laboratorio. 
Al mismo tiempo se recogieron gazapos de sus madrigue- 
ras antes de que pudiera tener lugar la infección y se lleva- 
топ al laboratorio. Posteriormente estos conejos salvajes se 
exponían a cepas estándar virulentas del virus de la myxo- 
matosis para determinar su susceptibilidad. Los resultados 
de este modelo de estudio se presentan en la Figura 25.5. 

Durante el primer año de la epidemia más del 95% de los 
conejos infectados murieron. Sin embargo, al cabo de 6 años 
tanto la población del virus como la de los conejos habían cam- 
biado. Durante este tiempo la mortalidad de los conejos bajó 
hasta el 84% aproximadamente y el virus aislado tenía una 
menor virulencia. Además se advirtieron cambios en la resis- 
tencia del conejo. En algunas partes de Australia donde prime- 
то se introdujo el virus, la población de conejos que quedaba 
había estado sometida a una presión selectiva por parte del vi- 
тиз durante varios años, con el paso de los años la resistencia 
de los conejos había ido aumentando de manerta espectacu- 
lar (Figura 255), Esta resistencia fue debida a cambios gené- 
ticos adquiridos en la población de conejos y no a respuestas 
inmunológicas, ya que los conejos habían sido retirados de 
sus madres al nacer y nunca habían estado en contacto con el 
virus. Su resistencia se debía a algún cambio genético que les 
hacía menos. йе al virus de la myxomatosis. 

Сото resultado de la introducción del virus de la myxo- 
matosis se controló la де conejos australianos, pero 
los cambios genéticos en el virus y en el hospedador 
dian la completa erradicación del conejo en Australia, 
conejos supervivientes adquirieron factores de resistencia y 
en los años 1980 la población de conejos de Australia se acer- 
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Mortalidad de los conejos 


Cambios en la vivencia del Myxoma virus y en la 
ceplibêldad del conejo australiano, durante los años posterioras a la 
troducción del virus en Australia, en 1950, La virulencia del virus 
expresa como promedio de mortalidad en conejos estándar de 
torio, debida а vius recuperados del campo cada año, La 
98! conejo se determinó recogiendo conejos jóvenes de зиз. 
ras y entrentándolos a cepas de virus de virulencia moderadamente i 
que mataban al 90-95% de los conejos normales de laboratorio. 
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саба а los valores antes de la myxomatosis, con la destrucción 
del medio ambiente y presión sobre plantas y animales, 
Сото resultado, las autoridades de Australia empezaron en 
1995 la liberación de otros parásitos del conejo, el virus de la 
enfermedad hemorrágica del conejo (RHDV), un miembro 
de la familia Calciviridae, un virus RNA de cadena sencilla 
Че polaridad positiva (véase Sección 16.9). Este virus se libe- 
т en 80 sitios distintos por inoculación directa de conejos; 
hasta unas 280 liberaciones controladas. Debido a que el 
КНОУ se transmite rápidamente por contacto directo entre 
Jos conejos y mata a los conejos 3 días después de la infección, 
las autoridades pensaron que la infección se autolimitaría, 
matando toda la población local de conejos. Pensaron que 
зе establecería un equilibrio del hospedador y el virus, y se 
podrían controlar con mayor fiabilidad que los virus de la 
myxomatosis que se transmitían por artrópodos vectores; 
las poblaciones de conejos resistentes no debían aumentar y 
se extenderían rápidamente en el ambiente salvaje. Sin em- 
bargo, aunque los primeros resultados indican que el RHDV 
inicialmente fue muy efectivo reduciendo las poblaciones lo- 
¡cales de conejos, se han detectado poblaciones de conejos re- 
sistentes al virus, lo que sugiere que se está produciendo una 
toevolución entre el virus y el hospedador. Parece ser que la 
estregia de liberar el RHDV está funcioanado rápidamente 
en la reducción de la población de conejos, pero también 

ede coevolucionar con el hospedador, como en el caso de 

mixomatosís, perdiendo la letalidad y la habilidad para 
controlar la población de conejos. 

Mientras que la coevolución entre el patógeno y sì has 
pedador puede ser la norma para las edades que se 
transmiten de hospedador a hospedador, para aquellos pa- 
lógenos que no se transmiten de esta forma, como en el caso 

mente mencionado de Clostridium spp. (абе Sec- 
ción 25.1), no hay una selección que disminuya la virulen- 
Ча y permita una mutua coexistencia. Los patógenos que 
ве transmiten por vectores, como la picadura de artrópodos 
о garrapatas, también están bajo una presión no evolutiva 
рага no comprometer (о no mafar) al hospedador humano. 
Mientras el vector pueda conseguir la sangre antes que el 
hospedador muera, el patógeno puede mantener un alto ni- 
vel de virulencia diezmando la población humana en cada 
infección. Por ejemplo, el parásito de la malaria Plasmodium. 
spp. muestra variaciones antigénicas en las protefnas de la 
envoltura, evitando así la reacción inmnunológica del hos- 
pëdador. Esta habilidad genética para evitar las respuestas 
del hospedador incrementa la virulencia dentro de ese hos- 
pedador específico. 

Otra prueba del fenómeno del contínuo aumento de la vi- 
ulencia proviene del estudio de las enfermedades infeccio- 
sas diarreicas en los recién nacidos, En hospitales, Escherichia 
coli puede causar diarreas muy severas e incluso la muerte, y 
la virulencia parece incrementarse por cada paso del patóge- 
hoa través del paciente hospitalario: E. coli se multiplica en el 
hospedador y es transportado por el personal sanitario о por 
fómites, por la ropa de cama y los muebles а otro paciente. In- 
duso si el paciente muere y по puede entrar en contacto соп 
otro paciente para transmitirle la enfermedad, las cepas viru- 
Jentas de E. coli infectan a otras personas por otra vía que no 
¡sea de persona a persona, Medidas extraordinarias como el 
“lavado del personal sanitario y el lavado de lo muebles con 


desinfectantes pueden ser necesarias a fin de detener el ciclo 
de infección por cepas muy virulentas. 


Inmunidad de grupo 
Un análisis del estado inmunitario de un grupo es de gran 
importancia para entender la función de la inmunidad en 
el desarrollo de las epidemias. La inmunidad de grupo es 
la resistencia de un grupo a la invasión y dispersión de un 
agente infeccioso, que resulta de la inmunidad de una gran 
proporción de los miembros del grupo. Si la proporción de 
individuos inmunes es suficientemente alta, toda la pobla- 
ción quedará protegida. La proporción de individuos ге- 
sistentes necesaria para evitar una epidemia es más elevada 
para un agente muy virulento o para uno con un periodo 
de infectividad muy largo, y más baja si se trata de un agen- 
te poco virulento о con un periodo de infectividad corto. 
La proporción de la población que debe ser inmune para 
evitar la infección del resto de la población puede calcularse 
а partir de los datos sobre la inmunización frente al poliovi- 
rus, en los Estados Unidos, Según los estudios epidemiológi- 
cos sobre la incidencia del poliovirus en grandes poblaciones, 
resulta que si el 70% de la población está inmunizada, la po- 
lio estará esencialmente ausente de esa población, Está claro 
que estos individuos inmunizados protegen al resto de la po- 
blación porque no pueden adquirir ni transmitir la infección, 
por lo tanto rompen el ciclo de la infección (Figura 25.6). En 


E ااب‎ 


GEI "аза de grupo y transmisión de la enfermedad. 
La inmunidad de los individuos protega a los no inmunizados da la in- 
tección. (a) En una población desprotegida y un individuo infectado (ojo) 
puede infectar con éxito (fechas) a los individuos susceptibles (azules). 
Los individuos Infectados de novo se vuelven transmisores da la ante- 
remedad а individuos susceptibles. (b) Para el caso de Corynabacte- 
rium diphteriae difteria) un patógeno de patogeneldad moderada en 
una población de densidad moderada el individuo infectado (rojo) no 
puede transmi la enfremedad а los Individuos susceptibles, porqua 
los individuos restentes (amarillo), inmunes en virtud de una exposición 
previa o inmunización, rompen el ciclo de la transmision de patógeno, 
Incluso si el individuo susceptible А (azu) adquiere la enfermedad, los 
otros individuos susceptibles B y С son protegidos. Para un patógeno 
де patogenicidad moderada coma C. diphterlae, 70% de inmunidad 
confiere resistencia a una población. Para patógenos de alta transmisi- 
idad como varicela (Sección 26.7), niveles más elevados de inmnu- 
nidad, del orden del 90% son necesarios para prevenir la transmision. 
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el caso de una enfermedad altamente infecciosa como la gri- 
pe, la proporción de individuos inmunes necesaria para con- 
ferir inmunidad de grupo es más elevada, alrededor del 
90-95%. Para la difteria se ha calculado una cifra del 70%, pero 
estudios posteriores sobre pequeños brotes de difteria han 
mostrado que en áreas de alta densidad de población, para 
evitar el desarrollo de una epidemia, debe inmunizarse а una 
mayor proporción de la población. Aparentemente, en las po- 
blaciones densas la transmisión de persona a persona puede 
ocurrir aunque el agente no sea altamente infeccioso. En el 
caso de la difteria, surge una complicación adicional porque 
las personas inmunizadas pueden albergar todavía al pató- 
geno (infección inaparente) y de este modo actuan de porta- 
dores crónicos. 


Ciclos de la enfermedad 

Los conceptos de epidemias propagadas y de inmunidad de 
grupo pueden explicar también por qué ciertas enfermeda- 
des ocurren en ciclos. Un buen ejemplo de enfermedad cíclica 
es la varicela, que ocurre en una gran р deniños es- 
colares. Dado que el virus de la varicela (véase Sección 16.13) 
se transmite por via respiratoria (véase Sección 26.7), su infec- 
tividad es alta en situaciones de aglomeración de gente, como 
en las escuelas. Al entrar a la escuela а la edad de 5 años la 
mayoría de los niños son susceptibles, por lo cual la intro- 
ducción del virus en la escuela da como resultado una epide- 
mia que se propaga de forma explosiva. Prácticamente todos 
los individuos se infectan y desarrollan inmunidad y, cuando 
se ha constituído una población inmune, la enfermedad des- 
aparece. La varicela muestra un ciclo anual, probablemente 
porque cada año llega un nuevo grupo de niños que no son in- 
munes. La fase de aparición de la epidemia se relaciona con la 
época del año en la que empiezan las clases, a princios de oto- 
ño, En esta situación, un solo niño infectado puede iniciar una 
epidemia en todos los chicos que no hayan entrado en con- 
tacto con el patógeno o que no estén vacunados. 


Y 25.5 Revisión de сойсеріов 


Los hospedadores y los patógenos coevolucionan con el tiempo 
y llegan a una situación estable que favorece la continuada su- 
pervivencia de ambos. Con la inmunidad de grupo, una gran 
fracción de la población es inmune a una determinada enfer- 
medad y es difícil que esa enfermedad se extienda. Los ciclos de 
la enfermedad se producen cuando se expone al patógeno una 
poblacion grande, recurrente y no inmune, como la de los ni- 
ños que entran a la escuela 


4 Explique la coevolución de un huésped y un patógeno. Cite 
un ejemplo específico, 

4 ¿Cómo funciona la inmunidad de grupo para evitar que un 
individuo que no es inmune adquiera la enfermedad? 
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En esta sección examinaremos los datos de control de en- 
feremedades infecciosas basados en los principios de la 
epidemiología ya descritas, Estos datos son relativos a en- 
fermedades emergentes tal сото el SIDA y las enfermeda- 


des nosocomiales y son ejemplos para que los trabajadores 
santarios prevean la prevención y el tratamiento. 


| 25.6 La epidemia de siva 


Los primeros casos del síndrome de inmunodeficiencia ad- 
quirida (SIDA), la enfermedad infecciosa producida por un 
virus que daña severamente el sistema inmunitario del 
(véase Sección 26.14), se identificaron en los Estados 
Unidos en 1981, Desde entonces, el número de nuevos ca- 
sos de SIDA en los Estados Unidos se ha elevado en el año 
2000, hubo 765 559 casos con un total de 442 882 de muer- 
tes (Figura 257). Anualmente se diagnostican 40 000 nue 
yos casos al año de SIDA en Estados Unidos, Desde 1981 al 
2000, 56 millones de personas han sido infectadas en el 
mundo con el virus de la inmunodeficiencia adquirida 
(VIH), el virus que causa el SIDA, 20 millones де 
han muerto de SIDA en el mundo y 36 millones viven ac- 
tualmente con el SIDA, América del Norte tiene casi 1 mi- 
Поп de personas infectadas. África subsahariana tiene 25,3 
millones de personas infectadas (Figura 25.8), En Botswa 
na, el 36% de la población adulta está infectada con HIV; 
SIDA causa unas 3 millones de muertes anuales (Tabla 25.1). 
la gran mayoría en países en desarrollo, 


Como localizar una epidemia 
Los estudios iniciales en Estados Unidos para controlar los 
primeros casos sugirieron una desacostrumbrada preva 
lencia elevada del SIDA en hombres homosexuales y en 
usuarios de drogas administradas por via intravenosa. Ésto, 
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зе muestra el número de muertes conocidas. En conjunto, hubo 
765 559 casos de SIDA y Unas 442 882 muertes debidas al SIDA, 
ө 2000. Los datos pertenecen a centro рага el control de ent 
des infecciosas y prevención, division de prevención de VIH/SIDA. 
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rama de Naciones Unidas para la prevención del SIDA. 


ази vez, indicaba la existencia de un agente transmisible, 
que presumiblemente se transfería durante la actividad se- 
xual o por las agujas contaminadas. Se descubrió que los 
individuos que requerían sangre o productos derivados de 
la sangre también eran de alto riesgo: hemofílicos que re- 
quieren derivados sanguíneos y un pequeño número de in- 

iduos que requerían transfusiones y trasplantes antes 
Че 1982 adquierieron el SIDA (menos del 1% de los casos ac- 
tuales de SIDA se deben a esa causa) (Figura 25.9). La с 
nexión entre transmisión por sangre o tejido reforzó la 
convicción de que era un agente transmisible. 


24% 
~ 
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"Número de casos de SIDA en todo el mundo en el 2000. El número total se estima en 36,1 millones. Los datos pertenecen al Pro- 


Poco después del descubrimiento del VIH, se desarro- 
Пагоп pruebas de laboratorio para detectar en el suero an- 
ticuerpos frente al virus (véanse Secciones 24.11 y 24.12) 
Esto permitió una mayor vigilancia de la incidencia de la in- 
fección en distintas poblaciones y sirvió de método de es- 
erutinio para asegurar que no se iban a transmitir más casos 
de SIDA mediante las transfusiones de sangre. Estas ргие- 
bas pusieron de manifiesto la existencia de un cuarto gru- 
po de individuos de alto riesgo ante el SIDA: los niños de 
madres que ellas mismas eran de alto riesgo para el SIDA. 

Desde el comienzo del SIDA, en Estados Unidos han suce- 
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Distribución de los casos de SIDA por grupos en adolescentes y adultos, en los Estados Unidos, en el 2000. El número total de 


casos registrados fué 41 960. (a) SIDA en hombres. N = 31 501. fb) SIDA en mujeres. N 
de enfermedades infecciosas y prevención, division de prevención de VIH/SIDA. 
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dido más de 8 000 casos de SIDA pediátrico. En más del 
90% de casos el comportamiento de las madres (Figura 
25.9b) fue el único factor, confirmando también la idea de 
que el SIDA es una enfermedad infecciosa. 

El modelo presentado en la Figura 25.9a es típico de un 
agente transmisible por actividad sexual entre homosexuales. 
La identificación de ciertos grupos de alto riesgo bien defi- 
nidos implicaba que el SIDA ло se transmitía de persona a 
persana por contacto casual, tal como la vía respiratoria, ni a 
Iravés de alimentos o agua contaminados. Por el contrario, 
los hallazgos epidemiológicos apuntaban claramente hacia 
los fluidos del cuerpo, principalmente la sangre y el semen, 
сото principales vehículos de transmisión del VIH. 

En los Estados Unidos, el SIDA ha afectado principal- 
mente a hombres homosexuales (Figura 25.94), pero el caso 
de las mujeres y de ciertas minorías étnicas apuntan que la 
homosexualidad no es determinante para contraer el SIDA. 
Este grupo es ya de alto riesgo entre las mujeres heterose- 
xuales (Figura 25:90), mientras que los afro-americanos у 
los hispanos que usan drogas intravenosas son capaces de 
transmitir el VIH como los hombres homosexuales. Ade- 
más, la categoría en la que aumentan a mayor velocidad los 
casos de SIDA es la de Jos heterosexuales adultos. Este gru- 
ро de alto factor para adquirir SIDA tiene patrones comu- 
nes de comportamiento. En primer lugar, la actividad sexual 
y los usuarios de drogas intravenosas conllevan un cambio 
de fluidos corporales, generalmente semen y sangre. En se- 
gundo lugar, cuando se hacen prácticas sexuales con varias 
Parejas, o se comparte agujas (o las dos a la vez), existe una 
mayor probabilidad de entrar en contacto con un indi 
duo infectado con el VIH y por lo tanto se adquiere SIDA. 

La incidencia del SIDA en personas hemofíicas recep- 
toras de transfusiones se ha reducido enormemente duran- 
te los últimos años (Figura 25,9). Esto se debe no sólo а la 
vigilancia de los abastecimientos de sangre, sino también a 
que muchos de los factores de coagulación de la sangre que 
necesitan los hemofílicos pueden resistir un tratamiento têr- 
mico que es suficiente para'inactivar el VIH. Los casos de 
SIDA pediátricos siguen siendo una gran preocupación, En 
el año 2000, hubo #7 nuevos casos en este grupo. El VIH 
puede ser transmitido al feto por las madres infectadas y 
probablemente tambien por la leche materna, Todos los ni- 
ños nacidos de madres infectadas con el VIH Tienen en su 
sangre anticuerpos contra el VIH obtenidos de la madre, 
pero para tener un diagnóstico claro del SIDA en los niños, 
es preciso esperar un año o más después del nacimiento por- 
que cerca del 70% de los niños que muestran anticuerpos 
maternos al nacer, no desarrollan luego la infección con VIH. 

Estudios epidemiológicos del SIDA en África, donde se 
cree que se originó la enfermedad, han mostrado claramente 
que la transmisión del SIDA no va ligada a determinadas prác- 
ticas sexuales, como la homosexualidad, sino a la transferen- 
cia de persona a persona de fluídos infectados con el VIH. En 
África, la transmisión heterosexual del SIDA parece ser la nor- 
ma, con un número igual de hombres y de mujeres infecta- 
dos, La identificación de grupos de alto riesgo a través de los 
estudios epidemiológicos condujo al desarrollo de campañas 
de educación sanitaria para informar al público acerca de 
cómo se transmite el SIDA y qué actividades constituyen una 
conducta de alto riesgo (vénse recuadro «Actividad sexual y 


SIDA», Capítulo 26). Dado que todavía no se dispone de un 
medio de curación para el SIDA, la educación en sanidad pù- 
blica constituye la manera más efectiva de prevenir la expan- 
sión de la infección. En la Sección 26.14 se estudia la patología 
y terapia del SIDA. 


Y 25.6 Revisión de conceptos 


mente en los países en desarrollo. No existe cura ni vacuna contra 
€] SIDA, aunque ya se sabe mucho acerca de su patologia у difusión. 


Z Describa los principales factores de riesgo para adquirir el 
SIDA. Dê claves de su país de origen. 

+ Calcule el número total de individuos que ahora tienen 
SIDA en los Estados Unidos y haga una predicción del nú- 
mero de casos en el año 2005. 


Infecciones adquiridas 
еп los 


Un hospital puede no ser sólo un lugar en donde se cura а 
las personas enfermas, sino un lugar donde las personas en- 
fermas se ponen aún más enfermas. Las infecciones cruzadas 
Че paciente a paciente o entre el personal del hospital y los 
jacientes constituyen un peligro constante. Las infecciones 
Булма suelen denominaise йезле sce (nl 
socomium es el término latino para «hospital») y tienen lugar 
еп aproximadamente el 5% de los enfermos admitidos. En 
ciertos servicios clínicos, como en las unidades de cuidados 
intensivos, más del 10% de los pacientes adquieren una ins 
fección nosocomial. En conjunto, en los Estados Unidos, hay 
cada año unos 2 millones de infecciones nosocomiales que 
producen directa о indirectamente 80 000 muertes, Las in- 
fecciones hospitalarias se deben en parte a la prevalencia de 
pacientes enfermos, pero con frecuencia se deben a la pre 
sencia de microorganismos patógenos que se han seleccio 
nado y se mantienen en el ambiente del hospital. Estas. 
infecciones las producen organismos que ya están en el am- 
biente del hospital. Incluso organismos con resistencia múl- 
tiple a las drogas, con frecuencia pasan de hospedador a 
hospedador como flora normal. Por tanto, prácticamente: 
dos los patógenos nosocomiales importantes son flora 
mal, tanto en pacientes сото en el personal sanitario. 


El ambiente hospitalario 

Los hospitales son ambientes especiales. Las enfermedad 
infecciosas se extienden fácilmente y rápidamente en el 
biente hospitalario, рог varias razones. (1) En muchos 
cientes se ha debilitado la resistencia a las enfermedac 
infecciosas, a causa de su enfermedad (| ladores 
prometidos) (uénse Sección 21.13). (2) En los hospitales se 
ta a pacientes que padecen enfermedades infecciosas y 
pacientes ser reservorios de patógenos altamente 
rulentos. (3) La aglomeración de pacientes en las habitaci 
y en los consultorios aumenta la probabilidad de infeccí 
cruzadas. (4). El personal del hospital se mueve de un 
а otro, aumentando la probabilidad de transferencia de 
genos. (5) Muchos procedimientos hospitalarios tales como! 
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cateterización, la inyección hipodérmica, la punción lumbar y 
Ja recogida de muestras de tejidos (biopsias) o fluidos, llevan 
inherente el riesgo de introducir patógenos en el hospedador 
(6) En las salas de maternidad de los hospitales, los niños re- 
Чеп nacidos son especialmente susceptibles a ciertas clases 
Че infeccion porque carecen de un sistema inmunitario bien 
desarrollado. (7) Los procedimientos quirúrgicos constituyen 
un importante riesgo porque no sólo exponen órganos inter- 
Поза las fuentes de contaminación, sino que además el estrés 


Tracto urinario À 
33% \ 


MUERO ст.ст nvecciones nosocomiales nas 


va а Unidos por sitio y organismo, 1992-1999. El número 
фиш де infecciones nosocomiales fue de 92 454. Los datos partane- 
сеп al centro para el control de enferemedades infecciosas y prever- 
ión, Atlanta, Georgia, USA, division de infecciones nosocomiales 


de la cirujía disminuye la resistencia del paciente a la infec- 
ción. (В) Muchas de las drogas utilizadas para la inmunode- 
presión (por ejemplo en los procedimientos de transplante de 
órganos) aumentan la susceptibilidad a la infección. (9) El uso 
de antibióticos para controlar la infección conlleva el riesgo 
de seleccionar organismos resistentes a los antibióticos (Sec- 
ción 20.12). La Figura 25.10 resume la información relativa a 
las infecciones más prevalentes adquiridas en los hospitales. 


Patógenos hospitalarios 

Los patógenos hospitalarios infectan preferentemente va- 
rios sitios, por ejemplo, el tracto urinario, la sangre y el 
tracto respiratorio. Un número relativamente limitado de 
organismos causan la mayoría de las infecciones hospita- 
larias (Figura 25.10). 

Uno de los patógenos hospitalarios más importantes y ex- 
tendidos es Staphylococcus aureus. En la mayoría de los casos 
está asociado a pneumonía e infecciones de la sangre (septi- 
cemia, la tercera causa de septicemias) y constituye un pro- 
blema especial en las infecciones de los recién nacidos en el 
hospital. Ciertas cepas con una virulencia desacostumbrada 
se han asociado ampliamente a las infecciones hospitalarias 
y son resistentes a los antibióticos (Sección 20.12), haciendo su 
tratamiento muy difícil. Actualmente $. aureus y ип grupo de 
otras cepas de Staphylococcus spp. constituyen colectivamen- 
te la causa más común de las septicemias (una aguda 
puesta del hospedador debida a la presencia de organismos 
еп la sangre) adquiridas en los hospitales y son también im. 
portantes agentes de las infecciones de las heridas. El hábitat 
de estos estafilococos son las vías respiratorias altas, рег 
ralmente los conductos nasales, y con frecuencia se establecen 
сото microbiota del personal hospitalario, 

Escherichia coli, probablemente introducido a partir de la 
biota normal, ез la causa más común de infecciones de las vías 
urinarias en los hospitales, asimismo son frecuentes la infec- 
ciones producidas por otras bacterias como Enterococcus y 
Pseudomonas aeruginosa, la levadura Candida albicans у Klebsiela 
pneumoniae. Mientras que Enterococcus, E. coli y К. pneumoniae 
son encontradas en el cuerpo humano, Candida y Pseudomonas 
son ejemplos de patógenos oportunistas: son comunes sus in- 
fecciones en los individuos que tienen debilitado en sistema 
inmune (Sección 21.13). P. aeruginosa las cepas aisladas en hos- 
pitales son normalmente resistentes frente a muchos antibió- 
ticos, complicando así el tratamiento. E. coli, Staphylococcus y 
Enterococcus tienen un potencial de resistencia frente a mu- 
chos antibióticos (Sección 20.12). 


Ciertos organismos que de ordinario no son patógenos importan- 
tes en poblaciones normales, causan graves enfermedades en los 
hospitales. Los pacientes son susceptibles a infecciones y están ex- 
puestos a una variedad de patógenos potenciales, incluidos los pa- 
tógenos oportunistas, en el ambiente hospitalario. Los tratamientos 
son normalmente difíciles por las resistencias а los antibióticos 


¿Por qué los pacientes que están en los hospitales son más 
susceptibles a los patógenos que los individuos normales? 
¿Por qué los resistentes a los antibióticos son un importan- 
te problema en las instalaciones hospitalarias? 

¿Cuál es la principal fuente de patógenos oportunistas? 
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EMIOLOGÍA Y SALUD 
PÚBLICA 


En esta sección indentificaremos los métodos de moda para 
contener y erradicar las enfermedades infecciosas en la po- 
blación. También indentificaremos los más importantes fu- 
turos medios para controlar las enfermedades infecciosas y 
la salud pública 


La epidemiología de una enfermedad infecciosa permite 
desarrollar métodos para controlar la enfermedad. La sa- 
nidad pública se refiere a la salud de la población como un 
toco y a las actividades de las autoridades sanitarias en el 
control de las enfermedades. Sin embargo la incidencia de 
muchas enfermedades infecciosas ha decaído espectacu- 
larmente, especialmente en los países desarrollados, du- 
rante los últimos cien años, no debido a los esfuerzos de la 
sanidad pública, sino debido a un aumento general del 
bienestar de la población, Una mejor nutrición, menor aglo- 
meración en las viviendas y menores cargas en el trabajo, 
sin duda han contribuido tanto como las medidas sanita- 
rias, al control de enfermedades como la tuberculosis, prin- 
cipalmente reduciendo los factores de riesgo relacionados 
соп la enfermedad (Sección 21.13). Sin embargo, enferme- 
dades como la fiebre tifoidea, la difteria, la brucelosis y la 
poliomielitis deben su boja incidencia a medidas de sanidad 
Pública activas y específicas. 


Controles dirigidos a los reservorios 

Si la enfermedad ocurre principalmente en animales domés- 
cos, la enfermedad en las: puede evitarse si se eli- 
mina de la población animal infectada. Para eliminar la 
enfermedad en los animales y consecuentemente рага las 
personas, pueden utilizarse procedimientos de inmuniza- 
ción о de destrucción de los animales infectados, Estos pro- 
cedimientos han resultado muy eficaces para eliminar de las 
personas la brucelosis y la tuberculosis bovina. Reciente- 
mente estos procedimientos han sido utilizados para eli- 
minar la encefalitis espongiforme bovina (enfermedad de 
las vacas locas) en las vacas del Reino Unido. De esta ma- 
nera también se mejora la salud de la población de anima- 
les domésticos, con los posibles beneficios económicas para 
los ganaderos. 

Cuando el reservorio es un animal salvaje, entonces la 
erradicación es mucho más dificil. La rabia es una enferme- 
dad que ocurre tanto en animales salvajes como domésticos, 
pero que se transmite a los animales domésticos principal- 
mente por los animales salvajes. Por ello, el control de la ra- 
bia puede lograrse inmunizando a los animales domésticos, 
aunque esto nunca conduce a la erradicación completa de la 
enfermedad, La mayoría de los casos de rabia se produce en 
animales salvajes, no en los domésticos, al menos en los Es- 
tados Unidos (véase Sección 27.1). Por tanto, la erradicación 
de la габа requeriría la inmunización o la destrucción de to- 
dos los animales salvajes que actuan de reservorio, los cua- 
les incluyen a diversas especies como los mapaches, los 


murciélagos, las mofetas y los zorros. Aunque la inmuni- 
zacion oral contra la rabia es práctica y se recomineda para 
el control de la rabia en poblaciones limitadas de animales, 
по se ha сопу ido su eficacia en grandes poblaciones de 
diversos animales en los Estados Unidos. 

Si el reservorio es un insecto, (como el mosquito en el 
caso de la malaria), puede lograse el control eficaz de la en- 
fermedad eliminando el reservorio con insecticidas quími- 
сов u otros agentes letales. Sin embargo, su uso debe estar 
equilibrado con las exigencias ambientales acerca de la uti- 
lización de productos químicos tóxicos o carcinógenos, ya 
que a veces la eliminación de un problema de sanidad pú- 
blica puede crear otro más grave. Por ejemplo, el insectici- 
da dicloro difenil tricloroetano (DDT) (véase Sección 19.18) 
es muy efectivo contra los mosquitos y ha logrado elimi- 
nar la fiebre amarilla y el paludismo de Norteamérica, Sin 
embargo, actualmente su uso está prohibido en los Estados 
Unidos, por cuestiones ambientales. El DDT se utiliza to- 
davía ampliamente en muchos países en desarrollo, para 
controlar las enfermedades transmitidas por los mosqui- 
tos, pero está declinando fuertemente su uso. 

Cuando el reservorio son las personas (por ejemplo ед 
el SIDA), entonces el control y la erradicación es mucho 
más difícil, especialmente si se trata de portadores asinto- 
máticos. Por otro lado, las enfermedades limitadas a hu- 
manos que no tienen fase asintomática y se pueden prevenir 
gracias a la inmunización o tratadas con quimioterapia, 
pueden ser erradicadas los contactos posibles aislados con 
una cuarentena estricta, que son inmunizados y tratados, 
Esta estrategia ha sido empleada por la Organización Mun- 
dial de la Salud (OMS) para erradicar la viruela y en el pre- 
senta se piensa erradicar la polio (véase abajo), 


Control dirigido contra la transmisión 
del 

Si el organismo es transmitido por los alimentos o el agua, 
los procedimientos de sanidad pública pueden aplicarse; 
bien para evitar la contaminación de esos vehículos o bien 
para destruir el patógeno que está en el vehiculo, Los mé 
todos de potabilización del agua (vase Sección 28.3) han 
sido bles de la espectacular reducción de la inci- 
dencia de la fiebre tifoidea y la pasteurización de la leche ha 
ayudado a controlar la tuberculosis bovina en las personas. 
Se han diseñado leyes de protección de los alimentos. 
han hecho disminuir notablemente la posibilidad de trans- 
misión de un cierto número de pal entéricos a las. 
personas (véase Capítulo 29), La transmisión de los patóge- 
пов respiratorios es mucho más dificil de evitar, Los intens 
tos para desinfectar el aire con productos químicos no han 
tenido éxito. La filtración de aire es un método viable, pero 
se limita a áreas pequeñas (vénse Sección 20.3). En Japón 
muchos individuos llevan mascarillas cuando tienen infec- 
ciones de las vias respiratorias altas, para evitar la transmi- 
sión a otras personas, pero tales métodos, aunque efectiv 
son voluntarios y sería dificil instaurarlos como medid; 
obligatorias de sanidad pública. 


Vacunación 
La viruela, difteria, tétano, tos ferina, sarampión, paj 
rubeola y polio han sido controladas primariamente por 
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munización, Como se vio en la Sección 25.5, para controlar 
una enfermedad en una población no es necesario el 100%. 
de inmunización, aunque el porcentaje necesario para con- 
trolar la enfermedad varía de acuerdo con la virulencia del 
patógeno y con las condiciones de la población (por ejem- 
plo el hacinamiento). 

El sarampión ha sido ип ejemplo de la importancia de 
mantener la inmunización рага determinado patógeno. 
Hasta 1963, en que una vacunación efectiva frente al sa- 
татрїдп se aprobó, en Estados Unidos cada niño se ininu- 
nizó frente al sarampión por infección natural, resultando 
más de 400 000 casos anuales. Después de la introducción 
dela vacuna la enfermedad cayó estrepitosamente. El ги 
mero de casos еп 1983 fue de 1497 (včase Sección 267). Sin 
embargo, en 1990 el porcentaje de niños inmunizados fren- 
teal sarampión disminuyó al 70% y el número alcanzó los 
27786. Con tres años de esfuerzo, la inmunización alcanzó 
al 90% y la transmision se eliminó en Estados Unidos. En 
1993 se alcanzó la cifra de 312 casos. Alrededor de 100 са- 
sos de sarampión son declarados en Estados Unidos en los 
últimos años, alrededor de la mitad posiblemente ітрог- 
tados por visitantes de otros países. 

Muchos adultos están inadecuadamente inmunizados 
frente a varios agentes infecciosos, bien porque han recibi- 
do vacunas de título bajo cuando eran niños o bien porque 
su inmunidad ha ido desapareciendo gradualmente con la 
edad. En los Estados Unidos, más del 80% de los adultos 
puede carecer de una sólida inmunidad frente a importan- 
les enfermedades de la infancia, Cuando las llamadas en- 
fermedades de la infancia aparecen en adultos pueden tener 
graves efectos. Si una mujer contrae la rubeola (una enfer- 
medad vírica) (véase Sección 26.7) durante el embarazo, el 
Teto puede sufrir graves alteraciones y desórdenes neuro- 
lógicos. El sarampión y la polio también son mucho más 
serios en los adultos que en los niños 

Se aconseja que todos los adultos revisen su estado de 
inmunización, comprobando sus fichas médicas (sí están 
disponibles) para asegurarsetle las fechas de vacunación. 
La vacunación contra el tétanos debe renovarse cada 10 
años. Revisiones sobre poblaciones de adultos han mostra- 
йо que más del 10% de los adultos de menos de 40 años y 
más del 50% de los que tienen más de 60 años no están pro- 
tegidos. La inmunidad frente al sarampión eos adultos 
también es preciso revisarla. Las personas que nacieron an- 
tes de 1957, problamente contrajeron el sarampión de pe 
¡ueños у están inmunizados. Aquellas nacidas después de 

956 pueden haber sido vacunadas, pero la efectividad de 
las primeras vacunas era variable y puede no haber ahora 
üna inmunidad sólida, especialmente si la vacunación se 
recibió antes de tener un año de edad. La revacunación con- 
tra la polio no se recomienda a los adultos, a menos de que 
Vayan a viajar por África y Asia donde la polio todavía es 
prevalente. 

Las prácticas y procedimientos de vacunación se han 
estudiado en la Sección 22.11 y aquellas para infecciones 
determinadas se verán en los Capítulos del 26 al 29, 


Cuarentena 
La cuarentena implica restringir el movimiento de los in- 
dividuos con infecciones activas, para evitar la dispersión 


dela enfermedad entre otros miembros de la población. El 
tiempo límite de la cuarentena es el periodo más largo de 
transmisibilidad de una enfermedad determinada. La cua- 
rentena debe hacerse de tal manera que el individuo infec- 
tado no pueda estar en contacto con individuos queno han 
sido expuestos. La cuarentena no es una medida tan severa 
como el aislamiento estricto, el cual se utiliza para enfer- 
medades desacostumbradamente infecciosas en situacio- 
nes hospitalarias. 

Mediante un acuerdo internacional, se consideran sus- 
ceptibles de guardar cuarentena seis enfermedades; la vi- 


ега una enfermedad especialmente transmisible y suma- 
mente grave. La diseminación de otras enfermedades muy 
contagiosas, como la fiebre hemorrágica por el virus Ebola 
y la meningitis pueden ser controladas por cuarentena 
(vémse Tabla 25.5 y Sección 25.10). 


Vigilancia 

La vigilancia es la observación, reconocimiento y declara- 
ción de las enfermedades, cuando aparecen. La lista de en- 
fermedades bajo vigilancia en los Estados Unidos aparece 
en la Tabla 25.3. Observe que varias de las enfermedades 
epidémicas en la lista de la Tabla 25.2 no estan bajo vigi- 
lancia. Sin embargo, algunas enfermedades como la gripe 
estan vigiladas a través de laboratorios regionales que iden- 
tifican casos index, casos que presentan síndromes, caracte- 
rísticas o patógenos nuevos, que indican un alto potencial 
рага originar nuevas epidemias. 


Erradicación del patógeno 
La erradicación de una enfermedad se consigue en algunas 
ocasiones, como ocurrió con la viruela. La viruela sólo afec- 
taba a humanos que sufrían episodios agudos de viruela y su 
transmisión era de persona a persona. Los individuos infec- 
tados transmitian la enfermedad a los individuos vulnerables 
a la enfermedad, por contacto directo, La viruela es una en- 
fermedad vírica y no se puede tratar, pero la vacuna fue muy 
efectiva: la vacunación con una cepa parecida del virus pro- 
ducia una inmunidad efectiva frente a la viruela. En 1967 la 
OMS (Organización Mundial de la Salud) ideó un plan para 
eradicar la viruela. Dado que la vacunación se llevó а cabo 
con éxito en países desarrollados, la viruela quedó restrin- 
gida a África, Oriente Medio e India, Después de un pro- 
grama preliminar de vacunar las áreas endémicas, los brotes 
de viruela fueron controlados por personal de la OMS que 
viajaban y sometían a cuarentena a los individuos con vi- 
ruela y vacunaban а los contactos directos a los contactos de 
los contactos. Esta agresiva política erradicó la viruela en 
una década y la OMS declaró erradicada la viruela en 1980, 
La polio, con un programa efectivo de inmnunización, 
ya está erradicada del hemisferio Oeste, Utilizando la mis- 
ma estrategia que se usó para la viruela en 1996 se inmu- 
nizaron 420 millones de personas frente а la polio, lo hizo 
la OMS. En el 2001 los brotes de polio se limitaban a Maui- 
ritanía, Egipto, Nigeria y Somalia en África, como en India, 
Pakistán y Afganistán. 


Brucelosis 


Chancro 
Chlamydia trachomatis, infecciones en genitales 
Cólera 


Haemophilus influenzae, enfermedad invasiva 

Enferemedad de Hansen (lepra) 

Síndrome de uremia hemolítica, post-diarrea 

Legionelosis 

Listeriosis 

Enfermedad de Lyme 

Infecciones meningocócicas 

Tos ferina. 

Peste 

Psitacosis 

Fiebre Q 

Fiebre menchada de las Montañas Rocosas. 

Salmonelosis 

Shigelosis 

Enfermedad por estreptococos, invasiva, tipo A 

Shock del sindrome tóxico de estreptococos 

Streptococcus pneumoniae, invasivo y resistente a 
drogas 

Sifilis, aguda y congénita 

Tétanos 

Shock del sindrome tóxico 


La lepra solo tiene reservorio en humanos y se prevé la 
erradicación en breve. Los casos de lepra activos se tratan 


con múltiples drogas y se previene la expansión de la lepra, 
el agente causal de la lepra es Mycobacterium leprae (véase 
Sección 26.5). 


Otras enfermedades para las que se prevee la erradica- 
ción son la enfermedad de Chagas (tratamiento activo de 
los casos y destrucción del insecto de su gusano parásito) 
y la dracunculiasis (potabilización del agua de bebida para 
impedir la difusión del parásito gusano de Guinea). Otros 
candidatos para la erradicación son la sífilis (véase Sección 
26.12) y la rabia (véase Sección 27.1). 


/ 25.8 Revisión de conceptos 


Las normativas sobre la calidad y pureza del agua y de los ali- 

mentos, el control de los vectores, las cuarentenas y la vigilan- 

cía de las enfermedades son medidas de sanidad pública que 
desempeñan una importante función en la reducción de la in- 
cidencia de las enfermedades. 

Y Compare las medidas públicas para controlar las enfermeda- 
des infecciosas causadas por insectos reservorios y por porta- 
dores humanos. 

4 ¿Qué métodos de sanidad pública pueden utilizarse para de- 
tenerla dispersión de una enfermedad, una vez que se ha ini- 
ciado? 


Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA), y SIDA pediátrico 
Encetabtis 
Serogrupo de California 
Equina del este 
San Luis 
Equina del oeste 
Sindrome pulmonar de hantavirus 
Hepatitis A, B,C/ no A, no B 
Infección por VIH 
Adulia 
Pediátrica (menos de 13) 


Paludismo 
Enfermedades causadas por helmintos 
Triquinosis 


Consideraciones sobre 
la salud 


La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha dividido el 
mundo en 6 regiones соп el fin de recoger in- 
formación sobre la salud, indicando la morbilidad y mor- 
talidad. Estas regiones son África, América (América del 
Norte, el Caribe, América Central y América del Sur), el 
Mediterráneo del Este, Europa, el sudeste asiático y el Pa- 
cífico oeste. Aquí compararemos los datos de la mortalidad 
Че una zona desarrollada (América) frente a otra en vías de 
desarrollo (África). 


Enfermedades infecciosas en América 

y África: comparación 
Aproximadamente viven 800 millones de personas en Amé- 
rica. Cada año hay 5,7 millones de muertes, 7 muertes por 
cada 1000 habitantes/año. En África hay 600 millones de 
personas, 104 millones de muertes por año, 17 muertes por 
1000 habitantes/año. Esta estadística por sí sola causa pre- 
ocupación, la información sobre las muertes ев más infor- 
mativa. La Figura 25.11 indica que las muertes en África se 
producen por enfermedades infecciosas, mientras que en 
América el cáncer y las enfermedades cardiovasculares son 
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INFECCIOSAS 


e 


Ea Causas principales de muerte en América y Айса, 
7999 (a) Africa. {b}. América. Los sectores circulares muestran el % de 
mortalidad рага 1999. De los aproximadamente 10,4 milones de muer- 
ез al año en Africa, 6,3 millones de muertes son debidas a enferme- 
dades infecciosas. На habido 5,7 millones de muertes en América. 


1827 000 debidas a enfermedades infecciosas. 


las causas más importantes de mortalidad. En África las 
muertes por enfermedades infecciosas tienen 10 veces más 
probabilidad de ocurrir. Basado en la experiencia de los pa- 
безеп desarrollo (vénse Figura 1.7) esta diferencia en la in- 
cidencia de muertes de la infecciones son debidas a la salud 
Pública. La falta de recursos para el desarrollo limita el ac- 
ceso al cuidado sanitario, alimentos y agua saludable y un 
programa efectivo de vacunación. 


Viajar a zonas endémicas 

La alta incidencia de enfermedades en muchas partes del 
mundo es también una preocupación para las personas 
que viajan a estas zonas. Es posible inmunizarse frente a 
muchas de las enfermedades que son endémicas en países 
extranjeros. Algunas de las recomendaciones típicas sobre 
la inmunización, para aquellos que viajen, se muestran en 
la Tabla 25.4. Muchos países exigen certificados de inmu- 
nización frente a la fiebre amarilla, pero la mayoría de las 
otras inmunizaciones sólo se recomienda a personas que 
se espera que se sometan a situaciones de alto riesgo, En 
muchas partes del mundo existe también el riesgo de ex- 
posición a otras enfermedades (por ejemplo, la fiebre he- 
morrágica Ébola, el dengue, la amebiasis, la encefalitis, la 
malaria y el tifus) para las cuales no existen vacunas ade- 
cuadas. Se recomienda a los viajeros que adopten las pre- 
cauciones razonables para evitar picaduras de insectos y 
mordeduras de animales, que beban solamente agua que 
haya sido tratada adecuadamente y que coman alimentos 
convenientemente almacenados y preparados, y que se 
sometan a programas de terapia antibiótica y quimiotera- 
pia cuando exista la sospecha de una exposición a pató- 
geno. 


/__ 25.9 Revisión de conceptos 


Las enfermedades infecciosas son responsables de más del 30% 

de todas las muertes que se producen en el mundo, La mayoría 

de enfermedades infecciosas ocurren en países en desarrollo 

Medidas de control tales como las inmunizaciones adecuadas, 

especialmente cuando se viaja por paises en desarrollo y tomar 

medidas adecuadas para prevenir la infección. 

./ Establezca las diferencias entre la mortalidad debidas a las 
enfermedades infecciosas en África y América. 

/ Нақа una lista de enfermedades infecciosas frente a las cua- 
les usted no está inmunizado y de aquellas con las que рше 
Че entrar en contacto el año próximo. 


IS 


Las enfermedades infecciosas son problemas globales de 
la salud y el ámbito y el foco de estas enfermedades cam- 
bian continuamente. En esta sección, vamos a ver algunos 
cambios recientes en las pautas de los brotes de las enfer- 
medades infecciosas, y los métodos utilizados por los epi- 
demiólogos para identificar y enfrentarse а los nuevos retos 
de la sanidad pública. 

La distribución de las enfermedades en el mundo pue- 
de variar de forma espectacular y rápidamente, Alteracio- 
nes en el patógeno, en el ambiente, o en la población de 
hospedadores pueden contribuir a la rápida expansión de 
nuevas enfermedades con potencial para una elevada mor- 
bilidad y mortalidad entre los individuos infectados. Nos 
referimos a enfermedades que, de forma repentina, se hacen 
prevalentes como enfermedades emergentes. Las infeccio- 
пез emergentes no están limitadas a «nuevas» enfermeda- 
des sino que incluyen también el resurgir de enfermedades 
que se creía controladas, especialmente a medida que los 
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Muchas naciones centroafricanas, la India, 
Paquistan, Corea del Sur, Albania, Malta, áreas. 


Cólera 


endémicas de Sudmérica. 
Fiebre amarilla Paises tropicales y subtropicales, de todo el mundo Con frecuencia se requiere la vacunación рага entrar, o 
bien si se viene de un país endémico 
Peste La mayoría de las tierras altas montañosas de Se recomienda la пасипасійн sî se va a tener contacto. 
Africa, Asia y Sudamérica con roedores. 
Hepatitis infecciosa (A) Areas tropicales especificas y muchos paises en Se recomienda la vacunación 
desarrollo 
Hepatitis infecciosa (В) Анса, Indochina, Europa del Sur y del Este, paises — Se recomiendo la cacunación 
de la antigua Unión Soviética, América Central y 
del Sur. 
Fiebre tifoidea Muchos paises de Africa, Asia, América Central y Se recomienda la vacunación 


América del Sur. 


También не ecomienda la vacunación рага La dilien, tos ferina. алу, polio, sarampión. paperas y педа. La mayoria de hon ciudadanos estadounidenses yo 


чт ттш. través delas prac heas normales de inmunización. 


antibióticos van siendo menos efectivos y los sistemas de sa- 
nidad pública fallan. Algunos de los ejemplos dramáticos 
más recientes de enfermedades que resurgen se muestran 
en la Figura 25.12, a escala global. Algunas enferemedades 
emergentes y reemergentes son descritas en la Tabla 252, 
son potenciales causas de epidemias generalizadas o in- 
cluso de pandemias, 

El fenómeno de enfermedades que emergen repentina- 
mente con proparcionees epidémicas, no es nuevo. Algunas 
delas enfermedades que emergieron en el hasta ha- 
cerse prominentes fueron la sífilis (causada por Treponema 
pallidum) (véase Sección 26.12) y la peste (causada por Yer- 
sinia pestis) (véase Sección 27.6). En la Edad Media, más de 
un tercio de los seres humanos fueron víctimas de la epi- 
demia de peste que barrió Europa, Asia y África. La gripe 
causó una devastadora epidemia mundial en 1918-1919 
(véanse Figura 25.1 y Sección 26.8), En los años 1980, la le- 
gionelosis (causada por Legionella pneumophila) (véase Sec- 
ción 28.7), el síndrome de la inmunodefiencia adquirida 
(SIDA, с; usada рог el virus HIV) (véase Sección 26.1 day la 


enfermedad de Lyme (causada por Borrelia bw D Cte- 
se Sección 27.1) se convirtieron en importantes enfermeda- 
des epidómicas. 

Factores de emergencia 


Algunos factores de la emergencia de nuevos 
patógenos son (1) la demografía y el сопу iento hu- 
mano, (2) la tecnología y la industria, (3) el desarrollo eco- 
nómico y el uso de la tierra, (4) los vuelos y el comercio 
internacionales, (5) la adaptación y los cambios microbía- 
nos, (6) la rotura de medidas de sanidad pública y (7) la 
aparición de hechos naturales anormales que alteran el 
equilibrio normal hospedador-patógeno. 

La demografía de las poblaciones humanas ha cambiado 
espectacularmente en los dos últimos siglos. En 1800, me- 
nos del 2% de la población mundial vivía en áreas urbanas. 
Por el contrario, hoy en dia, casi la mitad de la población del 
mundo vive en las ciudades. El número, tamaño y densidad 
de las poblaciones de los modernos centros urbanos hace 


Se recomienda la vacunación cuando se viene de 
paises endémicos o se continua en esas zonas 


mucho más fácil la transmisión de las enfermedades, Por 
ejemplo, la fiebre del dengue (Tabla 25.5) se reconoce aho- 
ra como una grave enfermedad hemorrágica de las ciuda- 
des tropicales, debido en gran parte a que el virus ha sido 
dispersado por el mosquito Andes aegypti. La enfermedad 
ahora se extiende como una epidemia por las zonas tropi- 
cales urbanas. Antes de 1950, la fiebre del dengue era rara, 
probablemente porque no era fácil difundir el virus entro 
una población mucho más pequeña y más dispersa. 
comportamiento humano, especialmente en las grandes 
, también contribuye а la expansión de la en- 
fermedad. Por ejemplo, la promiscuidad sexual y el uso de 
drogas inyectables, centradas principalmente en grandes 
áreas urbanas, han sido uno de los principales factores que 
han contribuido a la difusión del SIDA y de la hepatitis a: 
Ыза 255; núme Secciones 26.11 y 2614), 

Aunque los avances tecnológicos y el desarrollo industrial 
han tenido un impacto general positivo sobre el nivel de 
vida en todo el mundo, en. casos estos avances han 
contribuido a difundir enfermedades. Por ejemplo, uno de 
Jos principales avances tecnológicos del siglo xx ha tenido 
lugar en el area de la salud. Sin embargo, como hemos ob- 
servado еп la Sección 25.7, el ambiente para el cuidado de 
la salud, principalmente en los hospitales, ha dado 
resultado un aumento explosivo de las infecciones nosoco- 
miales. La resistencia a los antibióticos en los mi 
nismos es otro de los logros negativos de las prácticas 
modemas para el cuidado de la salud. Los enterococos re 
sistentes a la vancomicina y Streptococcus pneuminiae resis- 
tentes a varias drogas se han convertido en importantes 
causas de enfermedades emergentes, especialmente en los. 


El transporte, la producción a granel y los métodos 
tralizados de distribución se han convertido en un impor- 
tante factor para asegurar la calidad y la economía en la. 
industria alimentaria. Sin embargo, estos mismos factores. 
pueden aumentar el potencial de epidemias con una 
te común, cuando fallan las medidas sanitarias. Рог. 
plo, una sóla planta de distribución de carne hizo 
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CEEE Erics ociosos ds enfermedades ieccionas emergentes y rsurgents, a escala mundal 


Escherichia coli О157:Н7 (Tabla 25.5) al menos a 500 indivi 
duos de cuatro estados de los Estados Unidos. Finalmente 
la fuente alimentaria, carne de buey picada, se identificó y 
se frenó la epidemia, pero no antes de que murieran varias 
personas (véase Sección 29,7), 

El desarrollo económico y los cambios en el uso de la tierra 
tambien tienen implicaciones potenciales en la promoción de 
la dispersión de las enfermedades. Por ejemplo, la fiebre de 
Rift Valley, una infección vírica transmitida por un mosquí- 
to, ha ido aumentando desde que se construyó la presa de 
Assuan en Egipto, en 1970. La presa creó 2 millones de acres 
de tierras inundadas, lo que aumentó de manera especta- 
cular las zonas de apareamiento del mosquito, además de un 
nuevo reservorio. La primera epidemia importante de fiebre 
del Rift Valley tuvo lugar en Egipto en 1977, cuando enfer- 
maron unas 200 000 personas y murieron 598. Desde enton- 
ces se han producido algunos brotes, incluido el importante 
que tuvo lugar en 1993 (Figura 25.12) y la enfermedad se ha 
hecho endémica cerca del reservorio. 

La enfermedad de Lyme, la enfermedad mas común de 
las transmitidas por un vector en los Estados Unidos, está 
probablemente en aumento debido a cambios en la utiliza- 
ción de la tierra. La reforestación y el aumento concomitan- 
te de ciervos y ratones (el hospedador natural de Borrelia 
burgdorferi, agente etiológico de la enfermedad), han dado 
сото resultado un aumento en el número de garrapatas 
infectadas, el artrópodo vector (véase Sección 27.4), Ade- 
mås es creciente el número de personas que están cons- 
truyendo casas y realizando actividades recreativas cerca 
de los bosques o dentro de ellos, con lo que aumenta el 
contacto entre las garrapatas infectadas y las personas y, 
en consecuencia, aumenta la incidencia de la enfermedad. 


Los viajes y el comercio internacionales pueden afectar tam- 
bién la dispersión de los patógenos. Por ejemplo, los filo- 
virus (familia Filoviridac), un grupo de virus con ácido 
ribonucleico (RNA), causan fiebres que culminan en una 
enfermedad hemorrágica en los hospedadores infectados, 
Generalmente tienen una tasa de mortalidad superior al 
20%. La mayoría de los brotes de esta enfermedad han es- 
tado restringidos al Africa ecuatorial central, donde sin 
duda todavía viven hospedadores y vectores naturales no 
identificados. Los viajes de huéspedes potenciales desde o 
a las zonas endémicas, en general están implicados en la 
transmisión de la enfermedad. Por ejemplo, uno de estos 
virus fué importado a Marburg, Alemania, en un barco que 
transportaba monos verdes africanos, una especie que se 
utiliza рага investigación en el laboratorio. El virus pasé 
rápidamente desde el primate vector a algunas de las per- 
sonas que los manejaban. Inicialmente se infectaron veínti- 
cinco personas y otras seis más desarrollaron la enfermedad 
al estar en contacto con los casos humanos. A consecuencia 
de este brote, murieron siete personas, por lo cual el virus 
se conoce con el nombre de virus Marburg. Otro carga- 
mento de monos de laboratorio que viajaba por barco lle- 
vó un filovirus a los Estados Unidos. Al menos cuatro 
personas de las que trabajaban con los monos importados 
зе infectaron con el ahora llamado virus Reston (el nombre 
se debe a Reston, Virginia, el lugar en donde surgió el 
brote). El virus Reston era sumamente contagioso y se pro- 
pagó por todos los monos, probablemente por la via respi- 
raloria. Sin embargo, sólo se infectaron cuatro personas 
y ninguna desarrolló una enfermedad clínica. Afortuna- 
damente, este virus no causó una enfermedad humana 
importante. Estos dos filovirus están estrechamente rela- 


Bacterias, Rickettsias y Clamidias. 


Bacillus anthracis 


Borrelia burgdorferi 


Campylobacter jejuni 


Chlamydia trachomatis 
Escherichia coli 0157:47 
Haemophilus influenzae 
biogupo авур 
Helicobacter pylori 


Legionella pneumophila 


Mycobacrerium tuberculosis 


Neisseria meningitides 


Staphylococcus aureus 


лерни pyogenes 


Vibrio cholera 


Virus 
Dengue 


Filoviras 
(Marburg, bola) 


Hantavirus 


Hepatitis B 


Hepatitis C 


Gastritis, úlceras pépticas, posible 
cáncer de estómago 


Enfermedad de los Legionarios: 
malestar, dolor muscular, febre, 
dolor de cabeza, alteraciones. 
respiratorias 

Tuberculosis tos, pérdida de peso, 
lesiones pulmonares а infección 
se puede extender a otros. 
sistemas de órganos 

Meningitis bacteriana 


Abscesos, neumonía, endocarditis, 
choque tóxico 

Escarlatina, fiebre reumática, 
choque tóxico 


Cólera: fuerte diarrea, rápida 
deshidratación 


Fiebre hemorrágica 


Inhalación o contacto con esporas 


Picadura de la garrapata Ixodes 
infectiva 


Ingestión de alimentos, agua o 
leche contaminados; transmisión 


animales de compañía infectados 
Sistemas de refrigeración del aire y 
abastecimientos de agua 


Gotitas de esputo (exhaladas al 
toser o estornudar) de una 
persona con la enfermedad activa 


Contacto persona a persona 
Contacto con el organismo que está 
en una lesión purulenta о en las 


Contacto directo con personas. 


Picadura de un mosquito infectado 
(primordialmente Aedes сур) 


Contacto directo con sangre, 
órganos, secreciones o semen 


roedores, en aerosol 


о fluidos vaginales de una 


Bioterrorismo 


Aumento de ciervos y de población 
humana en zonas de bosque 


Mayor reconocimiento; consumo 
Че aves poco cocinadas. 


Aumento de la actividad sexual, 
cambios en la higiene 
Desarrollo de un nuevo patógeno. 


Posible incremento de la virulencia, 
debido a mutación 


Mayor reconocimiento 


Reconocimiento en una situación 
epidémica 


Inmunosupresión, 
inmunodeficiencia 


Urbanización, falta de vigilancia 
de salud pública local 


Reconocimiento en una situación 
epidemica; posibilidad de 
mutación 

Cambios de virulencia de las 
bacterias; posibilidad de 
mutación 


Sanidad e higiene deficientes; 
introducido posiblemente a 
través de las aguas de pantoque 
еп barcos de carga 


Escaso control delos mosquitos, 
“aumento de la urbanización en 
los trópicos, aumento de los 
viajes aéreos 

Desconocidas; en Europa y en os 
Estados Unidos, monos enviados 
por via aérea desde paises en 
desarrollo. 

Intrusión humana en el nicho 
ecológico del virus 

Probablemente, la mayor actividad 
sexual y el abuso de drogas 


aplicaciones de virologia 
molecular prácticas de 
transfusión de sangre, 
especialmente en el Japón 


Virus (continuación) 


Hepatitis E Fiebre, dolor abdominal, ictericia Agua contaminada Recién reconocido. 

Virus de la inmuno- Enfermedades por los VIH, Contacto sexual con, o exposición a Та urbanización; cambios en el estilo 
deficiencia humana: incluído el SIDA: grave la sangre o tejidos de una де vida y costumbres; incremento 
VIH-1 y VIH-2 disfunción del sistema persona infectada; transmisión del uso de drogas intravenosas; 

inmunitario, infecciones. vertical Viaje internacionales; tecnología 
oportunistas médica (transfusiones y 
transplantes) 

Virus del papiloma humano Lesiones de la piel y de las membranas Contacto directo (contacto sexual o Recientemente reconocida; quizás 
mucosas (con frecuencia verrugas}; contacto con superficies los cambios en el estilo de vida 
fuertemente ligados alcáncerde contaminadas) sexual 
cérvix y de pene 

Virus linfotrópico humano Leucemias y linfomas Transmisión vertical а través de la Incremento del abuso de drogas 
(HTLV-I y HTLV-I) sangre o la leche materna; intravenosas; la tecnología 

exposición a productos de la médica (transfusión, transplante) 
sangre contaminados; 
transmisión sexual 

Virus de la gripe pandémico. Fiebre, dolor de cabeza, tos, Transmitida por el aire; Reordenamiento de los virus 

neumonia especialmente en recintos cerrados animal-humano; desplazamiento 
y aglomeraciones de gente antigénico 

Virus Lassa Fiebre, dolor de cabeza, dolorde Contacto con orina o heces de Urbanización y condiciones que 
garganta, náuseas “animales contaminados. favorecen la infestación con 

roedores 

Virus del sarampión Fiebre, conjuntivitis, tos, exantema — Transmitido por el aine; contacto Deterioro dela infraestructura 
de puntos rojos directo con secreciones sanitaria en la que se apoya la 

respiratorias de personas infectadas — inmunización 

Viruela de mono Exantema, linfoadenopatía, distrés. Contacto directo con primates Viajes a zonas endémicas, 
Pulmonar infectados consunción y manejo de primates 


Agentes Norwalk y afines Gastroenteritis; diarrea epidémica — El más probable, el fecal-oral; entre. Aumento de reconocimiento 


Rabia Encefalomielitis vírica aguda Mordedura de un animal rabioso Introducción de huéspedes 
reservorios, en nuevas zonas 
Virus del Rift Valley Estado febril Picadura de un mosquito infectivo Importación de mosquitos y otros 
“animales infectados; el desarrollo 
(pantanos, sistemas de riego) 
Rotavirus Enteritis: diarnea, vómitos, Primordialmente fecal-oral; también Aumento de reconocimiento. 
deshidratación, fiebre baja puede ser fecal-respiratoria 
Encefalitis equina Encefalitis Picadura de mosquito infectivo Desplazamientos de los mosquitos 
venezolana y los huéspedes (caballos) 
Virus del oeste del Nilo Meningitis y encefalitis Mosquito Culex pipens y aves Desarrolo de la agricultura, 
incremento de las areas de 
- “apareamiento de mosquitos 
Fiebre amarilla Fiebre, dolor de cabeza, dolor Picadura de un mosquito infectado... Falta de control de los mosquitos y 
muscular, náuseas, vómitos. (Andes aegypti) де una adecuada vacunación; 
urbanización en los trópicos; 
aumento de los viajes por via aérea 
Protozoos y hongos 
Candida Candidiasis: infección fúngica del 1а Mora endógena; contacto con Inmunosupresión; prácticas 
tracto gastrointestinal, vagina y secreciones o excreciones de médicas (catéteres) y uso de 
cavidad oral personas infectadas. antibioticos 
Crytocuccus Meningitis algunas veces Inhalación Inmunasupresión 
infecciones de los pulmones, 
riñones, próstata e hígado 
Cryotosporidium. Criptosporidiosi: infección delas FecaLoral, de persona а persona, a Desarrollo cerca de zonas 
células epiteliales de los tractos través del agua inundadas; inmunosupresión 
gastrointestinal y respiratorio 
Giardia lamia Giandiasis: Infección de la parte Ingestión de alimentos o agua Control inadecuado de algunos 
superior del intestino delgado, contaminados con heces abastecimientos de agua; 
diarrea, hinchamiento inmunosupresión; viajes 
internacionales. 


(continia) 
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Protozoos y hongos (continuación) 
Microsporidia Alteraciones gastrointestinales. Se desconoce; probablementela  Inmunosupresión; reconocimiento 
diarrea; debilitamiento en ingestión de alimentos o agua 
personas inmunodeprimidas contaminados con heces 
Plasmodium Paludismo Picadura de un mosquito Anopheles. Urbanización; cambios en a 
infectivo biología del parásito; cambios еп 
el medio ambiente; resistencia a 
los drogas; viajes aéreos 
Pneumocysts carinii Neumonía aguda Desconocidos posiblemente la Inmunosupresión 
(es un hongo) reactivación de una infección 
latente. 
Tovaplasma gondii Toxoplasmosis: Fiebre, Exposición a heces de gatos que  Inmunosupresión; aumento de 
lafosdenopatías, infocitasis levan el protozoo; a veces a Batos como animales de 
Otros agentes través de los alimentos. compañía 
FPriones bovinos Encetalitis espongiforme bovina 
(animales y humanas) A través de los alimentos Comer carne contaminada 


cionados con el virus Ebola (Tabla 25.5 y Figura 25.12). Los 
últimos brotes del Ebola en Africa Central, caracterizados 
рог tasas de mortalidad superiores al 50%, han puesto de 
nuevo de manifiesto la existencia de patógenos humanos 
muy virulentos, frente a los cuales no existe o es muy pe- 
queña la inmunidad. Mediante los viajes aéreos, estos pató- 
genos podrían diseminarse por todo el mundo en cuestión 
Че días. Un sólo agente que combine una vía de transmisión 
altamente contagiosa, como es la ruta respiratoria del vi- 
rus Reston, con la elevada tasa de mortalidad del virus Ébo- 
la, podría desencadenar una importante pandemia capaz 
de devastar en unas semanas, centros de población de todo 
el mundo, 

La adaptación y los cambios microbianos contribuyen tam- 
bién a la emergencia de patógenos. Por ejemplo, casi tod 
los virus con RNA, incluidos el virus de la gripe y el de 
inmunodefiencia humana (VIH), sufren mutaciones gené- 
ticas, Estos virus carecen de mecanismos de corrección en 
los distintos pasos de la replicación y por ello, incorporan 
mutaciones genómicas a un ritmo extremadamente eleva- 
do, en comparación con la mayoría de los virus соп ОМА: 
Los virus соп RNA están considerados como tausantes de 
graves problemas epidemiológicos, debido a que sus ge- 
nomas están en constante cambio. 

Las bacterias también poseen mecanismos genéticos que 
exaltan la virulencia y promueven la emergencia de nue- 
vas epidemias. Un grupo de mecanismos exaltadores de la 
virulencia son los elementos genéticos móviles: bacteriófa- 
gos, plásmidos y tra (véanse Secciones 16.1-16. 
108 y 10.11), La Tabla 25.6 muestra algunos factores de 
rulencia representativos, que son transportados en estos 
elementos genéticos móviles y contribuyen a la emergencia 
de patógenos, 

La resistencia a los antibióticos es también un importante 
factor en la reaparición de patógenos bacterianos (véase Sec- 
ción 20.12) y de las enfermedades víricas. La resistencia a 
los antibióticos es además, un factor de emergencia de virus. 
Aunque algunas drogas son eficaces frente a ciertas enfer- 
'medades víricas (vénse Sección 20.10), la resistencia a estos 


fármacos es muy común, especialmente entre los virus con 
RNA. Por ejemplo, la mayoría de las cepas del VIH des- 
arrollan muy rápidamente resistencia a la azidotimidina 
(AZT), а no ser que se utilice en combinación con otros an- 
tirretroviricos (vénse Sección 26.14). 

El quebrantamiento de las medidas de sanidad pública es, а 
veces, responsable de la emergencia o del resurgimiento de 
enfer des. Por ejemplo, el cólera (causado por Vibrio. 
cholerae, vénse Sección 28.5) puede controlarse adecuada- 
mente, íncluso en zonas endémicas, mediante medidas hi- 
giénicas adecuadas, especialmente en los suministros de 
agua. Sin embargo, la contaminación de los abastecimientos 
municipales de agua en el Perú, condujo en 1991 a una im- 
portante pandemia de cólera en América (véase Sección 28.5), 
En otro caso, en 1993, el abastecimiento municipal de agua 
еп Milwaukee, Wisconsin; se contaminó con el protozoo 
Cryptosporidium que implicó а unas 400 000 personas, 4000 

estuvieron hospitalizadas. La contaminación dió 
como resultado 370 000 casos de una dolencia intestinal, de 
Jos que 4000 precisaron hospitalización. Se necesitaron tra- 
tamientos más eficaces, incluído el reforzamiento de los sis- 
temas de filtración, para que el abastecimiento de agua 
quedase libre del patógeno (vénse Sección 28.6). 

Los аз de vacunación inadecuados son una im- 
portante causa del resurgimiento de algunas enfermeda- 
Чез que previamente se habían controlado. Por ejemplo, los 
recientes brotes de difteria (causada por Corynebacterium 
diphtheriae) (véase Sección 26.3) en la antigua Unión Sovié- 
tica, son el resultado de una inadecuada inmunización de 
los niños susceptibles, debido a que se destruyó la antigua 
infraestructura centralizada de sanidad pública. La tos fe- 
тіпа (causada por Bordetella pertussis) (véase Sección 26А), 
otra enfermedad respiratoria de la infancia, que se puede 
evitar con la vacuna, ha aumentado recientemente en Eu- 
тора del este. 

Por último, los hechos naturales anormales, como los rápi- 
dos cambios ambientales y climáticos, alteran a veces el 
equilibrio habitual hospedador-patógeno. Por ejemplo, el 
hantavirus es un bien conocido patógeno humano que exis- 
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e. Eric 
Staphylococcus aureus. 


Clostridium botulinum 
Corynebacterium diphtheriae 


Plásmido Escherichia coli 


ГТ 


Yersinia postis 
Transposón Escherichia coll 
муна dysenterie 
Vibrin cholerae 


Toxina, 

Томпа tipo Shiga 

Enterotoxinas АЁ. estafiloquinasa, toxina 1 del síndrome del 
choque tóxico (TSST-1) 

Neurotoxinas C, D, E 

Toxina diftenca 

Enterotoxinas, factor de colonización de los pil, hemolisna, ureasa, 
factor de resitenca sérco, factors de adherencia, factores de 
invasión celular 

Factor edema, factor letal, antigeno protector, cápsula de 
pol Dxacdo glutamic 

Coagulasa,ibrnolisina, toxina murina 

Enterotoxinas termoestables. sideroforos de arobactin, operones 
de los pili y dela hemoliina 

Torina Shiga 

Toxina del colera 


"or discusion ul bacterinphags, plasmid. and transposons, sae Sections 8.9.10 and 16-165, 104, and 10 11, respectively. 


te en muchas poblaciones de roedores, incluso en anima- 
les de laboratorio (vénse Sección 27.2). Sin embargo, en 1993. 
se registraron varios casos letales de infección por hanta- 
virus en el sudoeste de América y se relacionaron con el he- 
cho de haber estado expuestos a excrementos de animales 
salvajes. Las lluvias abundantes que coincidieron con una 
larga estacion otoñal y un invierno suave, causaron un enor- 
me incremento en el número de ratones; prácticamente to- 
dos los que adquirían la infección habían estado expuestos 
a roedores о а sus excrementos. 


Сото estudiar y tratar las enfermedades 
entes 

Muchas de las enfermedades emergentes que hemos estu- 
diado estan ausentes del 3 lista de enfermedades de de- 
claración obligatoria en los Estados Unidos (Tabla 25.3). 
¿Cómo pueden entonces, los encargados de la sanidad pú- 
blica definir y tratar las enfermedades emergentes, para 
evitar epidemias importantes? Las características claves 
para estudiar y tratar las enfermedades emergentes son el 
reconocimiento de la enfermedad y la intervención para evi- 
tar la extensión de la enfermedad. 

El primer paso en el reconocimiento de una enfermedad, 
es la vigilancia. Las enfermedades epidémicas que presentan 
síndromes clínicos particulares garantizan una intensiva vigi- 
lancia de la sanidad pública. Estos síndromes son (1) enfer- 

des respiratorias agudas, (2) encefalitis y meningitis 
aséptica, (3) fiebre hemorrágica, (4) diarreas agudas, (5) agru- 
pamiento de varios casos de fiebre alta, (6) agrupamiento по 
habitual de casos de una enfermedad o de muertes y (7) re- 
sistencia al tratamiento con los fármacos comunes. Por tanto, 
las nuevas enfermedades pueden reconocerse a causa de su 
incidencia epidémica, por el agrupamiento de casos y por los 
síndromes. Cuando se reconoce la prevalencia y patología de 
una enfermedad emergente, se añade a la lista de enferme- 
dades de declaración obligatoria. Por ejemplo, el SIDA se re- 
conoció como enfermedad еп 1981 y se añadió a la lista de 
enfermedades de declaración obligatoria en 1984. La enfer- 


medad de Lyme se reconoció por primera vez e como enfer- 
medad clínica distinta, en los años 1980 y se incorporó a la 
lista en 1991. Del mismo modo, los brotes de una enferme- 
dad gastrointestinal debidos a la cepa enteropátógena Esche- 
richia сой О157:Н7 han ido aumentando durante los últimos 
años y la cepa se ha añadido a la lista de causantes de enfer- 
medades de declaración obligatoria en 1995, 

La intervención para evitar que las infecciones emer- 
gentes se propaguen debe ser una respuesta de la sanidad 
pública, que implica toda una variedad de métodos. Las 
estrategias de tipo general, como el reforzamiento de las 
medidas del sistema de sanidad pública y el apoyo a la in- 
vestigación y al adiestramiento son de utilidad, pero para 
controlar los brotes individuales se precisa una intervención 
específica relacionada con la enfermedad. Los métodos de 
la sanidad pública como la cuarentena e inmunización y 
el tratamiento con drogas debe ser aplicado para parar 
los brotes de determi enfermedades. Finalmente, hay 
un cierto número de enfermedades emergentes que se pro- 
pagan en hospedadores no humanos o en vectores, Debe- 
mos identificar los hospedadores alternantes y los vectores 
y desarrollar medios para intervenir en el ciclo biológico del 
patógeno, con el fin de evitar la propagación de la enfer- 
medad а los humanos. 


/ 25.10 Revisión de conceptos 


Los cambios en las condiciones del hospedador, del vector del 

patógeno, tanto naturales como artificiales, pueden dar como. 

resultado condiciones que alientan la emergencia explosiva de 

ciertas enfermedades infecciosas. La vigilancia global y los pro- 

gramas de intervención deben mantenerse y reforzarse para evi- 

tar nuevas importantes epidemias y pandemías 

е ¿Qué factores son importantes en la emergencia o resurgi- 
miento de patógenos potenciales? 

./ Indique qué métodos generales y específicos serian útiles 
para manejar enfermedades infecciosas que están emer- 
gjendo actualmente. 
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EM Guerra biológica (bioterrorismo) 
biológicas 


El término guerra biológica se refiere a la utilización de 
agentes biológicos con el fin de incapacitar o matar a la po- 
blación militar o civil, en un acto de guerra o de terrorismo. 
La guerra biológica está recibiendo una atención pública 
especial porque se sabe, о se sospecha, de la existencia о 
posesión de armas biológicas e instalaciones para produ- 
cirlas, en manos de algunos gobiernos y grupos terroristas. 


Características de las armas biológicas 

Las armas biológicas deben ser agentes biológicos tales 
como bacterias o toxinas que son: (1) de fácil producción y 
distribución, (2) de uso seguro para los soldados atacantes, 
y (3) capaces de incapacitar o matar a los induviduos en un 
ataque de forma reproducible y eficaz. Muchos organismos 
о toxinas biológicas cumplen estos criterios generales y co- 
mentaremos algunos de éstos más adelante. 

Aunque las armas biológicas son poter 
еп manos de las fuerzas militares convencionales, la proba- 
bilidad de que sean usadas por grupos terroristas es mucho 
mayor: Esto es debido, en parte, а que cualquier microbió- 
logo bien formado posee los conocimientos prácticos nece- 
sarios para el cultivo y producción de muchos de los orga 
nismos usados como armas biológicas; las armas biológicas 
son accesibles casi para cualquier gobierno y organización 
privada con una financiación media. 


Candidatos para la obtención 

de armas biológicas 

Prácticamente todas las bacterias patógenas o los virus son 
potencialmente útiles en la guerra biológica, y algunos de 
los mejores candidatos son organismos relativamente fáci- 
les de cutivar y distribuir. El organismo más mencionado 
comúnmente es Bacillus anthracis, el agente etiológico del 
carbunco (М. del R.: en inglés, el término anthrax se usa tan- 
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ев un bacilo formador de esporas Gram positivo (Sección 12.20). Note 
la formación de esporas (fechas). La formación de esporas (Sección 
415) promueve la habilidad de diseminarse, en aerosoles. 


to para la afección maligna (malignant anthrax) producida 
por Bacillus anthracis como para la afección benigna (mild 
anthrax) producida por Staphylococcus aureus; mientras que 
en español, se reserva el término carbunco para Bacillus anth- 
racis y ántrax para Staphylococcus aureus, рог razones histó- 
ricas, anatomo-patognomónicas y etiológicas). B. anthracis 
produce endosporas (véanse Secciones 4.15 y 12.20) que, 
cuando se dispersan en aerosoles, pueden constituir una 
forma muy eficaz de distribución de la bacteria (Figura 
25.13). La inhalación de las esporas o de la bacteria produ- 
ce infecciones pulmonares con una tasa de mortalidad de 
casi el 100% sin tratamiento con antibióticos, produciendo 
hemorragias pulmonares y cerebrales (Figura 25,14). 

El virus de la viruela (véase Sección 16.12) es otro de los 
agentes potenciales que se podrían usar en bioterrorismo, Aun- 
que se dispone de una vacuna muy eficaz contra la viruela, 
no se ha utilizado en los últimos 23 años dado que la viruela 
fue declarada erradicada en el mundo hace más de 20 años, en 
1980, Por esta razón, alrededor del 90% de la población mun- 
dial actual no está vacunada y es susceptible de adquirirla en- 
fermedad. ¿Podrían tener acceso al virus de la viruela los gru- 
pos terroristas o incluso las fuerzas armadas convencionales? 
Actualmente aún se mantienen algunos stocks del virus de la 
viruela en Estados Unidos y en la anterior Unión Soviética, 

Otras bacterias que podrían ser candidatas como armas 
biológicas son: Yersinia pestis, el agente etiológico de la pes- 
te (véase Sección 27.6), Brucella abortus (productor de fiebre 
y bacteriemia), Francisella tularensis («Берге de los conejos») 
y Salmonella (causante de enfermedades transmitidas por 
el agua y los alimentos) (vénse sección 29.6), 

Entre los los patógenos víricos como posibles armas bio- 
lógicas se encuentran el virus de la rabia (ойаѕе Sección 27,1) 
y el virus Ébola (Sección 25.10). Estos agentes causan en- 
fermedades con altas tasas de mortalidad en pocos días ө. 
semanas tras la exposición al agente. 

Las toxinas bacterianas tales como la toxina botulínica 
producida por Clostridium botulinum también podrían ser 
usadas como armas biológicas (véanse Secciones 21.10 y 
29.5). Grandes cantidades de toxina distribuidas entre la 


ITA secon mada de cerebro monstrando meningitis ha- 
morrágica (coloración oscura), debida a un caso fatal de inhalación de 
carbunco. 
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población a través de del agua de abastecimiento podrían 
tener consecuencias devastadoras. La dosis letal de la toxi- 
na botulínica para el hombre es inferior a 2 4, 


Exposición a armas biológicas 

Та mayoría de los organismos que pueden usarse como armas 

biológicas pueden dispersarse en aerosoles, diseminándose de 

forma simple, rápida y generalizada, y produciendo infección. 
inemos algunos ejemplos de exposiciones a aerosoles. 

Uno de los últimos casos de viruela en un país desarro- 
lado ocurrió en Alemania en 1962. Un trabajador alemán 
padeció viruela al volver de Pakistán, uno de los países 
donde la viruela era endémica en esa época. El individuo 
fue hospitalizado inmediatamente y sometido a cuarente- 
па, pero el paciente tenía tos y el virus se dispersó en los ae- 
rosoles producidos al toser, causando la enfermedad en 19 
personas vacinadas; por lo menos una de las personas mu- 
Tió como resultado de la infección. 

En otro accidente, las esporas de Bacillus anthracis fueron 
liberadas en la atmósfera accidentalmente en una instalación 
de fabricación de armas biológicas en Sverdlovsk, Rusia, en 
11979, Menos de un gramo de esporas fueron dispersadas y 
todas las personas de la zona próxima a la instalación fueron 
inmunizadas y sometidas а una quimioterapia preventiva 
(con antibióticos) tan pronto como se diagnosticó el primer 
caso de carbunco. No obstante, 77 personas externas a la ins- 
talación contrajeron carbunco pulmonar y 66 murieron. 

Ya han ocurrido ataques bioterroristas. En 1984 en Dalles, 
Oregon (Estados Unidos), los miembros de una secta (N. del 
К: secta de los rajinistas) contaminaron ensaladas con Sal- 
monella typhimurium en 10 restaurantes locales, producién- 
dose 751 casos de salmonelosis transmitida por alimentos (N. 
del К: Brote de gastroenteritis conocido comúnmente como 
arajinosis»), en una región en la que habitualmente se regis- 
tran menos de 10 casos de salmonellosis anuales (vénse Sec- 
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ción 29.6). En 1995, un grupo político radical dispersó el gas 
nervioso Sarin en el metro de Tokio, matando a varias per- 
sonas e hiriendo gravemente а otras. Aunque en este caso se 
tratase de un arma química, dicho grupo también poseía cul- 
tivos de carbunco, medios de cultivo bacteriológicos, aero- 
planos fumigadores y tanques pulverizadores. 

La exposición de grandes poblaciones a toxinas bacte- 
rianas previamente sintetizadas es impracticable, porque 
las exotoxinas más potentes son proteínas y podrían per- 
der su eficacia а medida que se diluyen o se destruyen en 
medios como el agua de abastecimiento. 


Prevención y respuesta a las armas biológicas 

Ya se han iniciado medidas activas contra las armas bioló- 
gicas, intentando actualizar los acuerdos internacionales de 
la Convención de Armas Tóxicas y Biológicas de 1972. En la 
práctica, los gobiernos están financiando la producción a 
gran escala y la distribución de vacunas, y desarrollando 
planes estratégicos y tácticos para prevenir y contrarrestar 
los efectos de las armas biológicas. El bioterrorismo es una 
amenaza real en un mundo donde los viajes internacionales 
son cotidianos y la información técnica fácilmente accesible. 
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Los agentes biológicos infecciosos pueden ser usados camo аг- 

mas biológicas temporalmente por fuerzas militares o por gru- 

pos terroristas. Los aerosoles son la forma más común de 

diseminación. Las medidas de prevención se basan en una in- 

fraestructura de salud pública bien preparada. 

y ¿Qué características hacen de Bacillus anthracis un organis- 
mo especialmente útil como arma biológica? 

+ Identifique otros dos agentes infecciosos que pudieran ser 
usados como armas biológicas eficaces. ¿Cómo podrían di- 
seminarse estos agentes? 


1, Нара una lista de las 5 causas más comunes de muerte de 
bidas a enfermedades infecciosas, en todo el mundo, ¿Se 
pueden prevenir estas enfermedades por inmunización? 

2. Distinga entre morbilidad y mortalidad, prevaleñcia e inct 
dencia, cpulemia y pandemia, cómo se relacionan estos têr- 
minos con las enfermedades infecciosas. 

з, Explique la diferencia entre un portador crónico y un por- 
tador ayudo de una enfermedad infecciosa. 

4. De algunos ejemplos de la transmission de una enferme- 
dad de hospedador a hospedador por contacto directo. in- 
dique ejemplos de enfermedades que se transmiten de 
hospedador a hospedador por contacto indirecto. 

5, ¿Cómo una proporción grande de la población que está. 
Protegida por inmunidad protege a los miembros no in- 
imunes de la población? ¿Sería utilizable este métado para 
una enfermedad que se transmite por el agua? ¿Por quésí 
û por quê no? 

6. Identifique los principales factores de riesgo para adqui- 
rir una infección del virus de la inmunodeficiencia hu- 
mana (VIH) en los Estados Unidos. ¿Este patrón se ajusta 
a todas las regiones geográficas? 


7. Los hospitales son ambientes especialmente peligrosos 
pora la dispersión de enfermedades infecciosas. Haga una 
revisión de las causas que favorecen una mayor difusión 
de las infecciones en los hospitales ¿Cuáles son las causas 
де las infecciones nosocomiales? 

8. Describa los medios médicos y de salud pública desarro- 
lados en el siglo хэ que fueron determinantes para el con- 
trol de las enfermedades infecciosas en los países des- 
arrolados. 

9. Compare el papel de las enfermedades infecciosas en la 
mortalidad, en los paises desarrollados y en los países en 
desarrollo. 


10. Muchos factores que pueden controlar la extensión de una 
enfermedad son importantes consideraciones para el per- 
sonal de la sanidad pública. Describa los principales mé- 
todas utilizados para identificar y controlar la difusión de 
las enfermedades infecciosas. 

її. Describa las propiedades generales de un agente biológ- 
co para la guerra biológica, ¿Cómo Bacillus anthracis cum- 
ple estas caracteristicas? 


866 ® Capítulo 25 = EPIDEMIOLOGÍA 


Ejercicios prácticos 


1. ¿Cómo obtendría un epidemiólogo los datos relativos 
a una potencial epidemia con un origen común? ¿De 
qué recursos dispone normalmente el epidemiólogo y 
qué recursos deben incrementarse para definir mejor 
los brotes graves de enfermedades infecciosas? 

2. Si una enfermedad infecciosa causa una elevada mor- 

talidad, la morbilidad puede ser muy baja. Por el con- 

trario, las enfermedades caracterizadas por una alta 
morbilidad, con frecuencia inducen una mortalidad 
baja, Explique estas afirmaciones y presente ejem- 
plos que apoyen о refuten su explicación, ¿Puede us- 
ted identificar algunas enfermedades infecciosas 
сото el tétanos (véase Sección 27.8) y la amebî 

(tase Sección 28.8) que se ajusten a estas gener 

zaciones? 

La viruela, una enfermedad que estaba limitada a las 

personas, fue erradicada. La peste, una enfermedad 

con reservorio zoonótico en los roedores (Tabla 25.2), 

nunca será erradicada. Explique estas afirmaciones y 

рог qué usted está o no está de acuerdo con la posibi- 

lidad de erradicar la peste, Podría usted eliminar la 
peste en ambientes limitados, es decir, en ciudades, 

Utilice métodos que impliquen al reservorio, al pató- 

geno y al hospedador. 

4. La transmisión de muchas enfermedades epidémicas 
es de hospedador a hospedador, en tanto que otras 
epidemias se difunden a través de un origen común 
Algunas epidemias pueden extenderse por ambos ca- 
minos. Explique cómo podría suceder esto, utilizan- 
Чо agentes infecciosos específicos (al menos una bac- 
teria y un virus) como ejemplos. 

5. ¿Cuál es la principal ventaja de la coevolucion patê- 
peno-hospedador, en términos de supervivencia de la 
especie? ¿Es beneficiosó para el patógeno, causar una 
elevada mortalidad en el hospedador? ¿Por qué si o 
por qué no?¿Qué enfermedades de la Tabla 252 han 
causado gran mortalidad? Compare su reservorio о 
vector con los de enfermedades de Боја mortalidad. 

i. Se considera que la transmisión del síndrome de la in- 

munodeficiencia adquirida (SIDA) es de persona a per- 
sona por fluidos corporales. ¿Cómo determinaron los 
epidemiólogos este hecho? El SIDA es un candidato 
como enfermedad que puede ser eliminada porque se 
propaga por contacto de persona a persona y по зе co- 
noven reservorios animales. Diseñe un programa para. 
la eliminación del SIDA en un pais desarrollado y en 
un pais en desarrollo. ¿En qué se diferenciarían estos 
programas? ¿Qué factores actuarían en contra del exi- 
to de su programa, tanto en términos de comporta- 
miento humano como debidos a la propia enfermedad. 
del SIDA? ¿Por qué los números de infectados por VIH 

y pacientes de SIDA continuan creciendo en los paí- 

ses en desarrollo? 

4 Por quélas enfermedades debidas a organismos de 

una determinada especie, resistentes a los antibióticos, 


з 


son más comunes en el ambiente hospitalario que en 
la población general? ¿Por qué las enferemedades cau- 
sadas por la flora normal (microbiota) como Staphylo- 
coccus son más comunes en el ambiente hospitalario 
que en la población general? ¿Qué precauciones espe- 
ciales deben tomarse al diagnosticar y tratar enferme- 
dades infecciosas, en un complejo hospitalario? 

8. Cómo el funcionario de la sanidad pública, usted se 
enfrenta a una epidemia соп un origen común y usted 
cree que el origen está en el abastecimiento municipal 
де арма. ¿Como utilizaría usted sus recursos, para de- 
tener la epidemia? No se centre en el tratamiento de la 
enfermedad a menos que usted, como funcionario de 
la sanidad pública, crea que el tratamiento podrá de- 
tener la difusión de la enfermedad. Haga una relación 
con los pasos a seguir en orden de prioridad. Haga el 
mismo ejercicio para un caso de epidemia originada de 
hospedador a hospedador, para la que se dispone de 
vacunas y agentes quimioterapeúticos. 

9. Viajar a los paises en desarrollo implica ciertos riesgos 
Че exposición a enfermedades infecciosas, ¿Qué рге- 
cauciones generales debería usted tomar antes, du- 
rante y después de visitar los paises en desarrollo? 
¿Dónde puede usted obtener información acerca del 
estado de las enfermedades infecciosas en un pais ex- 
tranjero determinado? Cuando usted regresa de un 
país extranjero, ¿constituye usted un riesgo de enfer- 
medad para su familia о compañeros? Explíquelo, 

10. Aunque pueden estar implicados muchos factores en 
la emergencia de una enfermedad infecciosa, algunas 
enfermedades se desarrollan hasta convertirse en pan- 
demias, en tanto que otras nunca pasan de ser epide- 
mias localizadas. де esto son las infecciones 
del VIH y del virus Ebola, ambas identificadas en los 
últimos veinte años. ¿Qué factores comparten estos vi- 
rus que conducen a su emergencia? ¿Qué factores es- 
pecificos causan diferencias para la difusión de estas 
enfermedades, por qué estos factores a nivel mundial 
la dispersión del VIH, mientras que limitan la disper- 
sión del Ébola en sitios muy limitados y aislados? 


11. Identifique un patógeno que sea eficaz para la guerra 
biológica. Describa las propiedades del patógeno en 
wel contexto de utilizarlo como arma biológica, Descri- 
ba las condiciones para crecer grandes cantidades del 
patógeno. Identifique un factor de difusión del pató- 
geno, describa las precauciones que tomaría usted mis- 
mo para protegerse del patógeno. Ahora revierta su 
papel. Cómo un componente de salud pública en una 
gran ciudad, describa cómo reconocería y diagnosti- 
сапа la enfermedad causada por el agente. Indique los 
remedios que tomaría para tratar la enfermedad cau- 
sada por el agente. ¿Cómo limitaría el daño causado 
por el agente? ¿Podrían la cuarentena y el aislamien- 
to ser útiles? ¿Cómo podrían la inmnunización y los 
antibióticos ser útiles? 


Las enfermedades microbianas infecciosas se transmiten rû 


la meningit 


proximidad de individidı 
Sibles a la infección 


ENFERMEDADES MICROBIANAS TRA 
DE PERSONA 


amente de 


persona a persona entre los miembros de una población que se encuen- 
tran muy cerca unos de otros. Por ejemplo, la gripe, el resfriado, incluso 
bacteriana (una enfermedad neurológica grave causada por la bac- 
teria Gram negativa Neisseria meningitidis, que se representa aqui), se transmiten 
Tápidamente en colegios, bases militares, hospitales y universidades debido a la 


TRANSMISIÓN DE ENFERMEDADES 
POR EL AIRE 

Transmisión de patógenos por el alre 
Enfermedades producidas por streptocaccus 
Corynebacterium y difteria 

Bordetella y tosferina 

Mycobacterium y tuberculosis 

Neisseria meningitidis, meningitis 

y meningococemi 

Virus e infecciones respiratorias 
Restriados y gripe 


TRANSMISIÓN DE ENFERMEDADES 

POR CONTACTO DIRECTO. 

Estafilococos 

Helicobacter pylori y tas úlceras gástricas 
Virus que producen hepatitin 


ENFERMEDADES DE TRANSMISIÓN SEXUAL 
Gonorrea y sifilis 

Chlamydia, herpes y tricomoniasis 
Sindrome de la inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA) 


| MICROBIANAS TRANSMITIDAS DE PERSONA A PERSONA 


Cambios antigénicos grandes cambios en 
los antígenos debidos a reagrupamientos. 
Bénicos en el virus de 

Carga vírica valoración cuantitativa de la 
cantidad de virus que hay en un organis- 


пре 


Cirrosis destrucción de la arquitectura nor- 
mal del hígado dando una fibrosis 


Deriva antigénica pequeños cambios en los 
“antígenos debidos a mutaciones génicas en 
el virus de la gripe 

Enfermedad de transmisión sexual 
(STD) enfermedad cuya forma habitual de 
transmisión es por contacto sexual 

Hscarlatina característica erupción roji 


como resultado de la presencia. 


toxina producida por Streptococcus pyoge 
Fiebre reumática enfermedad inflamatoria 
autoinmune producida por una respue 


a una infección por 
Streptococcus pyogenes 
Hepatitis inflamación del higado genera! 
mente causada por un agente infecctoso. 
көле exceso en la producción y liberación: 
de bilirrubina en el higado, debido a la des- 
trucción de los hepatocites El resultado es 
la coloración amarillenta de la piel y los ojos 
Inhibidor de proteasas compuesto que in- 
за vírica al unirse direct 
mente al sitio catalitico de ésta, evitando la 
actividad catalítica de la proteasa 
Inhibidor no nucieósido de la transcip- 
tasa inversa (NATI) compuesto análogo 
а los nueleósidos que inhibe la transcripta 
a inversa (reversa) de los vinus por com- 


don 


petición con los nu 
Meningitis inflamación de las meninges 
(membranas que recubren el cerebro) al 


Kunas veces causada por Neisseria menin 


gitidis y caracterizada por repentino dolor 
de cabeza, vómitos y rigidez del cuello, 


frecuentemente produce coma en pocas. 
horas 

Meningococemia enfermedad fuln 
causada por Neisseria menin 
rizada 


tidis caracte- 
ое septicemia, coagulación intra- 
vascular y schock 

Sifilis congénita sifilis contraida por un re- 


cén nacido a partir de su madre durante el 


parto 
Sindrome de Shock tóxico (TSS) shock 


хдо que se produce como ne 

sultado de la respuesta del sistema in- 
munitario a la exotoxina producida por 
Staphylococcus aureus 

Tost de la tuberculina prueba que se res- 
liza en la piel para detectar si ha existido 
una infección previa con Mycobuterium tu- 
топе 


nla naturaleza existen al menos 500 000 especies mi- 
crobianas, probablemente más (Sección 11.7). Sola- 

mente unos cuantos cientos de especies están catalog: 
сото patógenos humanos. La mayor parte de ellos llevan 
а cabo funciones esenciales para la vida de otros organis- 
mos, muchos de ellos estableciendo fuertes y estables rela- 
ciones de beneficio mutuo con plantas у animales (Capitu: 
lo 19). Sin embargo, las especies patógenas tienen efectos 
tremendamente negativos en los organismos hospedado- 
res, y por ello han sido profundamente estudiadas. En los 
siguientes dos capítulos examinaremos ejemplos representa 
tivos de patógenos hum: nto 
y la patología de las enfermedades que causan. Primera 
mente dividiremos los patógenos de acuerdo а su modo de 
transmisión. Después discutiremos sobre enfermedades in- 
fecciosas representativas en relación a la ecología del pató- 
geno. En el presente capítulo trataremos sobre enfermeda 
des que se transmiten por contacto directo entre personas. 
Desde el Capítulo 27 al 29 consideraremos enfermedades 
cuyos modos de transmisión involucran como vectores de 
transmisión a animales, artrópodos o que vienen de fuentes 
сото el suelo, el agua o la comida 

La división de los patógenos de acuerdo a las vías de 
transmisión y la enfermedad que provocan, harán que en 
el mismo grupo aparezcan organismos muy diversos. Por 
ejemplo, la gripe y la faringitis estreptocócica, que discu- 
tiremos conjuntamente, se extienden en el contacto per- 
sona-persona a través de la vía respiratoria. Producen 
síntomas que se solapan a pesar de que los agentes cau 
sales, uno es un virus y el otro una bacteria, son marca- 
damente diferentes. Usando esta aproximación esperamos 
realizar conexiones entre agentes patógenos biológica- 
mente muy diferentes, pero ecológica o patológicamente 
muy relacionados 


nos, la prevención, el tratami 


1 TRANSMISIÓN DE ENFERMEDADES 
POR EL AIRE 


Los aerosoles, como los generados por el estornudo que 
aparece en la Figura 26.1, son importantes formas de trans- 
misión persona a persona de muchas enfermedades infec 
ciosas. La mayoría de las enfermedades respiratorias se 
transmiten casi exclasivamente por este sistema. Por ejem- 


Fotografia de alta velocidad de un estornudo. 


26.1% TRANSMISIÓN DE PATÓGENOS POR EL AIRE = 869 


plo, Mycobacterium tuberculosis emplea con éxito esta es- 
trategia para infectar, al menos, un tercio de la población 
mundial (Sección 25.1). El virus de la gripe y de los res- 
friados utilizan con, incluso mayor éxito esta forma de pro- 
pagación, y prácticamente todos los individuos padecemos 
varios resfriados o gripe cada año. 


а: 
el aire 


El aíre no es un medio apropiado para el crecimiento de 
los microorganismos; los organismos que se encuentran en 
el aire provienen del suelo, agua, plantas, animales, 
sonas u otras fuentes, En el aire del exterior de los edificios 

redominan los microorganismos que provienen del sue- 

, mientras que en el aire de los edificios, el número de 
los microorganismos es considerablemente superior, pre- 
dominando los que provienen del tracto respiratorio hu- 
mano. 

El polvo arrastrado por el viento transporta un conside- 
rable número de microorganismos que pueden ser arrastra- 
dos a largas distancias. La mayoría de estos mic 
sobreviven mal en el aire, por ello su transmisión efectiva a 
Otro humano ocurre sólo a cortas distancias. Sin embargo, 
ciertos patógenos humanos (Staphylococcus, Streptococcus) 
son capaces de sobrevivir incluso en condiciones de deshi- 
datación, manteniéndose vivos en el polvo durante largos 
periodos de tiempo. Las bacterias Gram positivas son en ge- 
neral más resistentes а la deshidratación que las Gram ne- 
gativas, debido a su pared celular más delgada y rígida. Las 
esporas bacterianas son extremadamente resistentes а la des- 


hidratación, pero generalmente no se transmiten de persona 
a persona de esta forma. 

Enormes cantidades de pequeñas gotas de líquido son 
extendidas durante un estornudo (Figura 26.1) y un nú- 
mero considerable son extendidas mientras hablamos о to- 
semos. Cada pequeña gota infecciosa tiene un tamaño de 
alrededor de 10 ит conteniendo una o dos bacterias. La 
velocidad de estas gotas es de alrededor de 100 m/seg (más 
de 300 km/h) en un estornudo y de entre 16-48 m/seg 
cuando tosemos o hablamos, El número de bacterias en un 
único estornudo varía desde 10 000 hasta 100 000. Debido 
al pequeño tamaño de las gotas, éstas se evaporan тарі, 
mente, dejando un núcleo de materia orgánica y moco don- 
de las bacterias se adhieren. 


Infecciones 

Los humanos, a lo largo de nuestra vida, respiramos una 
media de 500 millones de litros de aire, el cual contiene 
gran cantidad de microorganismos y por tanto es una po- 
tencial fuente de infecciones respiratorias. La velocidad a 
la que el aire se mueve a lo largo del tracto respiratorio va- 
ría, asî en la parte inferior de las vías respiratorias la velo- 
cidad es mucho más lenta. Cuando la velocidad del aire 
disminuye, las partículas que transporta se depositan, pri- 
mero las más grandes y por último las más pequeñas. So- 
lamente las partículas menores a 3 ит son capaces de 
llegar y depositarse en los bronquiolos, en la zona más baja 
del tracto respiratorio (Figura 26.2), Diferentes microorga- 
nismos, según lo expuesto anteriormente, son capaces de 
llegar a diferentes niveles dentro del tracto respiratorio, 
produciendo los diferentes tipos de infecciones que ocu- 
ттеп en el tracto respiratorio superior e inferior. 
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Bacterias patógenas del aparato respiratorio 
Existe una amplía variedad de bacterias que afectan al trac- 
to respiratorio, la mayoría se hospeda únicamente en hu- 
manos, por tanto su modo de transmisión es de persona a 
persona. Sólo algunos de ellos como Legionella pneumophi- 
la se pueden encontrar en el agua o en el suelo; pero ya que 
comparten fuentes comunes con otros patógenos, serán 
abordados más adelante. Como ya hemos mencionado, la 
mayoria de los patógenos respiratorios que se transmiten de 
persona a persona son bacterias Gram positivas dada su 
Capacidad para vivir en condiciones de deshidratación du- 
rante largos periodos de tiempo en virtud de su delgada 
pared Gram positiva. Las infecciones respiratorias causa- 
das por bacterias, aunque serias por sí mismas, a menudo 
son iniciadoras de infecciones secundarias que pueden 
comprometer la vida del individuo. Así pues es crítico el 
rápido diagnóstico y tratamiento de estas infecciones bac- 
terianas para limitar el daño en el hospedador. Por fortuna, 
la mayoría de las bacterias que se transmiten por vía 
ratoria son sensibles al tratamiento con antibióticos y, 
más, muchas de ellas también pueden ser controladas por 
inmunización, Sin embargo, las infecciones respiratorias 
bacterianas son todavía muy comunes y aquí considerare- 
mos los patógenos respiratorios más comunes. Después 
examinaremos los patógenos respiratorios víricos y aque- 
llas enfermedades que producen, mucho más difíciles de 
tratar y prevenir. 


patógenos que se transmiten por vía respiratoria son 
bacterias Gram positivas. Debido a que las bacterias Gram po- 
sitivas son muy resistentes a la desecación, se transmiten muy 
fácilmente por el aire, Otros patógenos menos resistentes se 
transmiten de persona a persona sólo a través de los aerosoles 
generados en los estornudos, la tos, al hablar о al respirar, 


Y Qué caracteristicas físicas permiten que las bacterias Gram 
positivas sobrevivan durante largos periodos de tiempo en 
el aire? 

Y ¿Por qué hay determinados patógenos que se encuentran 
más frecuentemente en el tracto respiratorio superior? ¿Por 
qué hay determinados patógenos que se encuentran más 
frecuentemente en el tracto respiratorio inferior? 


Enfermedades producidas 
r streptococcus 


Streptococcus pyogenes y Streptococcus pneumoniae son po- 
tentes patógenos respiratorios humanos. 5. pyogenes se 
transmite por vía respiratoria. 5. pneumoniae se encuentra en 
la biota respiratoria de más del 40% de las personas sanas; 
esta cepa endógena puede producir severas enfermedades 
respiratorias cuando el sistema inmunitario del individuo 
se encuentra debilitado o comprometido de alguna forma. 


Biología 

Los Streptococcus son cocos Gram negativos, no esporula- 
dos, homofermentativos, anaerobios aerotolerantes (Sec- 
ción 12.19). Streptococcus pyogenes crece generalmente en 
forma de cadenas (Figura 12.54). Cepas patógenas de Strep- 
#ососси» pneumoniae crecen generalmente en parejas o са- 


Preparación de cêlulas de Streptococcus pneumo: 
тізе en una tinción negativa con tinta china. Nótese la gruesa cápsula 
que rodea а las células 


denas cortas de células y disponen una de gruesa cápsula 
de polisacáridos (Figura 26.3) 


Streptococcus pyogenes: epidemiología y 
patogénesis 


Streptococcus pyogenes se aísla frecuentemente del tracto respi- 
ratorio superior de personas adultas sanas, Aunque el núme 
то de S. pyogenes en dicha localización es muy reducido, si ol 
hospedador presenta un sistema inmunitario debilitado, o si 
es infectado por una nueva у muy virulenta cepa de este mi- 
croorganismo, puede desarrollar infecciones debidas a la pre- 
sencia de este. 0. S. pyogenes es el causante de la 
faringitis streptocócica (la faringe es el tubo que conecta la ca- 
vidad oral con la laringe y el esófago) (Figura 26.2). La mayor 
parte de los aislados clínicos de pacientes con faringitis 
locócica, producen una toxina capaz de lisar a los glóbulos n 
jos o, lo que es lo mismo, produce £-hemólisis (Figura 21.17), La 
faringitis streptocócica se caracteriza por un fuerte dolor de 
garganta, inflamación de las amígdalas, secreciones en laf 
amigdalas, ablandamiento de los nódulos linfáticos cervica- 
les, fiebre pero no muy elevada y malestar general (similar а 
la amigdalitis). S. pyogenes también puede producir infecciones. 
enel oído interno (otitis), en las glándulas mamarias (mastitis) 
y en las capas superficiales de la piel, enfermedad normal 
mente conocida como impétigo (muchos casos de esta enfer. 
medad son producidos рог Staphylococcus aureus) (Figura А), 

Aproximadamente la mitad de los casos de dolor seve- 
ro de garganta se deben a Streptococcus pyogenes y el resto 
infecciones víricas. El diagnóstico rápido es muy impor 
tante, ya que si el origen es vírico, el tratamiento con agen- 
tes quimioterapéuticos antibacterianos («antibióticos») na 
dará resultado alguno, mientras que si el responsable ев $ 
pyogenes se requiere una terapia antibacteriana inmediata. 
Es muy importante el rápido y completo tratamiento de! 
faringitis streptocócica, porque ocasionalmente puede 
ugar а otros síndromes streptocócicos tales como la fi 
escarlata, fiebre reumática, glomerulonefritis aguda у 
drome de shock tóxico (vénse más adelante), 
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Tosiones tipicas dei medio, causado generaimente 
per Streptococcus pyogenes o Staphylococcus aureus 


Ciertas cepas de Streptococcus pyogenes poseen un bacte- 
riófago lisogénico que codifica la producción de una toxina 
eritrogénica, exotoxina responsable de la mayoría de los sin- 
tomas de la берге escarlata, La toxina eritrogénica produce 
un sarpullido rosa-rojizo (Figura 26.5), daña los capilares 
sanguíneos produciendo fiebre. La enfermedad es fácilmen- 
te controlada mediante el uso de agentes antibacterianos. 

Ocasionalmente, Streptocgecus pyogenes puede producir 
infecciones sistémicas fulminantes, a menudo marcadas por 
fascitis necronizante, una rápida y progresiva infección de 
los tejidos subcutáneos, Estas infecciones son responsables 
Че! dramático, pero afortunadamente raro, caso de «bacte- 
rías comedoras de carne». En estos casos las exotoxina A y 
B, y la proteína de superficie M actúan como superantígenos 
(Sección 22.14) que atraen a una cantidad masiva de linfo- 
itos Т a los tejidos infectados. Las células Т secretan cito- 

¡uinas que activan a una gran cantidad de células efectoras, 
lando lugar a una inflamación masiva sistémica, destruc 
ción de tejidos y muerte en mas del 30% de los casos. 

Las infecciones рог Streptococcus pyogenes no tratadas o 
insuficientemente tratadas pueden dar lugar a secuelas se- 
veras o a enfermedades recurrentes. La fiebre reumática, una 
de estas secuelas, es causada por cepas reumatogénicas de 
Streptococcus pyogenes que disponen de antígenos de superfi- 
де similares a algunos antígenos de superficie humanos. La 
respuesta inmunitaria frente a los organismos invasores pro- 
duce anticuerpos que presentan reactividad cruzada con los 
tejidos del hospedador, en particular a corazón, articulacio- 
nes y riñón, desencadenando la destrucción de estos tejidos. 
La fiebre reumática es un tipo de enfermedad autoinmune, 
соп anticuerpos reaccionando frente a componentes propios 


Tipica erupción de la escariatna, resultado de la ac- 
ción de la toxina erttrogónica producida por Streptococcus pyogenes, 


(Sección 22.13). El daño puede ser permanente y es frecuen- 
temente incrementado por posteriores infecciones estrepto- 
cócicas y subsecuentes brotes de fiebre reumática. 

Otra secuela potencial de la infección por Streptococcus 
pyogenes es la gromeralonefritis aguda, una enfermedad muy 
dolorosa de los riñones, Es una compleja enfermedad au- 
toinmune (Sección 22.13) que resulta de la formación de 
complejos anticuerpo-antígeno streptocócico en el torrente 
sanguíneo. Los complejos inmunitarios se acumulan en los 
glomérulos o en las membranas de filtración del riñón, cau- 
sando la inflamación del mismo (nefritis) acompañada por 
daño severo de este órgano, En pocos días estos complejos se 
disuelven y el paciente rápidamente vuelve a la normalidad. 
Desafortunadamente, incluso el oportuno tratamiento con 
agentes antibacterianos no previene la glomerulonefritis. Sin 
embargo, sólo unas pocas cepas de 5. pyogenes —las Ilama- 
das nefritogénicas— producen esta dolorosa enfermedad. 

Por fortuna la reinfección por una cepa concreta de 
Streptococcus pyogenes es rara, pero existen más de 60 cepas 
antigénicamente distintas definidas por los antígenos de 
superficie y por la proteína de superficie M. Así pues, un 
individuo puede infectarse más de 60 veces por diferentes 
cepas де S. pyogenes. En la actualidad no se dispone de va- 
cunas para prevenir la infección por Streptococcus pyogenes. 


Diagnóstico: Streptococcus pyogenes 

Debido a la gravedad de los daños que pueden derivarse de 
la faringitis streptocócica, se han desarrollado varios siste- 
mas de detección rápida (КАР) de 5. pyogenes. Los antígenos 
Че superficie son extraídos enzimática o químicamente а par- 
tir de un frotis de la garganta del paciente, Se emplean mé- 
todos inmunológicos como aglutinación en bolas de látex, 
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inmunoensayos del tipo ELISA o tinción con anticuerpos 
fluorescentes específicos frente а las proteínas de superficie 
exclusivas de Streptococcus pyogenes (Secciones 24.8, 24.11 y 
24.10). Con ello, las muestras se toman directamente con el 
frotis de la garganta, y son ánalizadas y procesadas en pocos 
minutos. El rápido diagnóstico permite a los médicos la in- 
mediata imposición de un tratamiento apropiado que evite 
posteriores complicaciones como la fiebre reumática, Sin em- 
bargo una mejor confirmación de la infección por estrepto- 
cocos patógenos es el cultivo de Streptococcus pyogenes а partir 
de la garganta. En general, los tests RAD son casi tan espe- 
cificos como el cultivo, pero un 40% menos sensibles y dan- 
do lugar, además, a algunos falsos positivos (Sección 24.5). 
Los cultivos a partir de la muestra de garganta pueden tar- 
dar hasta dos días, por ello la popularidad que han adquiri- 
do los tests RAD. Por último, la prueba más fiable y sensible 
para identificar infecciones estreptocócicas recientes son los 
tests serológicos, mediante los cuales se detecta la presencia 
о el incremento (el título) de anticuerpos frente a diversos 
antígenos estreptocócicos (Sección 24.5). La presencia de 
nuevos anticuerpos o el incremento en la cantidad de uno 
existente confirma la infección reciente. 


Streptococcus pneumoniae 

La otra gran especie patógena de estroptococos, Streptococcus 
pneumoniae, produce infecciones pulmonares que a menudo, 
сото infecciones secundarias, dan lugar a otros desórdenes 
respiratorios. La cápsula de esta bacteria le permite eludir la 
fagocitosis; en consecuencia, las cepas encapsuladas de este 
microorganismo son muy invasivas. Las células bacterianas 
ocupan los alvéolos pulmonares (tracto respiratorio inferior) 
induciendo una fuerte respuesta inflamatoria en el hospeda- 
dor. La acumulación de fluidos y células fagocíticas en los al- 
véolos determina una disminución en la funcionalidad de los 
pulmones, además, 5. pneumoniae puede extenderse desde el 
foco de la infección dando lugar a una bacteriemia, infectan- 
do tejidos como los huesos, ойдо interno y el endocardio. La 
neumonía causada por S. jieumoníae es una infección seria 
que, cuando no es tratada convenientemente, produce un 
30% de casos de mortalidad. Incluso con un intenso у agne- 
sivo tratamiento antibacteriano, este organismo causa un 5- 
10% de mortalidad en los individuos hospitalizados. 

La diagnosis de 5. pneumoniae se realiza mediante el cul- 
tivo y la localización de diplococos Gram positivos típicos 
a partir de esputo o sangre de los pacientes. Existen 90 di- 
ferentes serotipos o variantes antigénicas de la cápsula y la 
infección produce inmunidad exclusivamente frente а la 
сера де S. pneumoniae que determina la infección. 


Prevención y tratamiento 

No existen vacunas efectivas para la prevención de las in- 
fecciones por Streptococcus pyogenes. Sin embargo, sí se dis- 
pone de una vacuna multivalente que previene la infección 
Че, al menos, dos tercios de las 90 cepas conocidas de 5. 
pneumonine, incluyendo todas las cepas patógenas conoci- 
das. La vacuna consiste en una mezcla de los polisacáridos 
capsulares de las cepas patógenas más relevantes, Se reco- 
mienda la vacunación a personas mayores, personal sani- 
tario, individuos inmunodeprimidos y otros con alto riesgo 
de infecciones respiratorias (Sección 22.11). 


La penicilina y sus derivados semisintéticos (Sección 
208) son los agentes de elección en el tratamiento de las in- 
fecciones рог 5. pyogenes. Los individuos que presentan aler- 
gia alos anteriores antibióticos son tratados con eritromicina 
y otros agentes antibacterianos (Sección 22.13) 

La mayoría de las cepas de 5. pneumoniae son sensibles 
a la terapia con penicilinas. Sin embargo, existen cepas re- 
sistentes a la penicilina, especialmente entre las cepas que 
producen las infecciones hospitalarias (Sección 25.7), y por 
ello en los aislados individuales debe ser comprobada la 
sensibilidad a la penicilina (Sección 24.3). La eritromicina 
es el tratamiento adecuado en las infecciones resistentes a 
la penicilina, aunque también pueden emplearse cefalos- 
porina, fluoroquinolona, ceftriaxona, cefotaxima о vanco- 
micina (véanse Secciones 20.6-20.9). No obstante, se han 
encontrado cepas resistentes a estas sustancias е incluso 
multirresistentes, lo que enfatiza la necesidad de realizar 
pruebas de resistencia de forma individual а cada uno de 
los aislados. 


/__ 26.2 Revisión de conceptos 


Las dos enfermedades respiratorias causadas por los estrepto- 
cocos son: la faringitis estreptocócica y la neumonía producida 
por los neumococos. Bajo determinadas condiciones una sim- 
ple infección por Streplococcus pyogenes puede dar Jugar а ie 
portantes enfermedades como la fiebre escarlata о la fiebre 
reumática. La neumonia causada por Streptococcus pneumoniae e 
siempre una enfermedad grav 


4 ¿Cómo una infección por Streptococcus pyogenes puede cau 
Sar fiebre reumática? 

4 ¿Cuál es el principal factor de virulencia de Streptococcuy 
pneumoniae? 


ЕЕ Corynebacterium y ditteria 


Corynebacterium diphtheriae es el organismo causante de la 
difteria, una severa enfermedad respiratoria que afecta 
fundamentalmente a los niños. La difteria se puede pres 
venir y tratar. С. diphtheria es una bacteria aeróbica, Gram 
positiva, inmóvil con forma de varilla о de porra (Sección: 
1222). 


Epidemiología y patología 

Corynebacterium diphtheriae entra en el cuerpo a través de 
la vía respiratoria albergándose en las células de la gar 
ganta y de las amígdalas. La infección se transmite de in- 
dividuos sanos lores o individuos infectados a indi 
viduos susceptibles a través del aire. La infección previa. 
la inmunización (véase más adelante) determina la 


Proteínas que se encuentran en las superficies mucosas), 
cual es capaz de favorecer el proceso invasivo. La 
puesta inflamatoria de los tejidos de la garganta frente a 
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infección рог С. diphtheriae produce la formación de una le- 
sión característica llamada pseudomembrana (Figura 26.6), 
consistente en células del hospedador dañadas y células 
Че С. diphtheriae. Como se describe en la Sección 21.9, cier- 
tas cepas de С. diphtheriae llevan integrado el material ge- 
únético del bacteriófago В; estas cepas producen una fuer- 
teexotoxina, la toxina diftérica. La toxina diftérica inhibe la 
síntesis proteica y por tanto mata las células del hospeda- 
dor (vénse Sección 21.10). 

La pseudomembrana que forma la difteria puede blo- 
quear el paso del aire determinando que la muerte produ- 
cida por esta enfermedad sea consecuencia de una mezcla 
entre la destrucción de los tejidos causada por la toxina y la 
deficiente respiración causada por la pseudomembrana. 
Aunque en tiempos pasados la difteria fue una de las más 
importantes enfermedades infantiles, en la actualidad apa- 
тесе muy raramente debido a la disponibilidad de una efi- 
саг vacuna. En todo el mundo hay todavía más 50 000 casos 
de difteria por año, principalmente por la ausencia de in- 
'munización, Recientres brotes en el sureste asiático y en el 


| Figura 26.6 Oriora (a) Canas де Corynebactenum diphtneras te- 
Tidas para visualizar los gránulos metacromáticos (ройов!айов). (b) Psev- 
domembrara (Fechas) an un caso de difteria causada por C. diphtheriae. 


este de Europa han sido atribuidos a la ausencia de pro- 
gramas de vacunación о а la interrupción de los programas 
existentes respectivamente. 


Diagnóstico, prevención y tratamiento 

La destrucción del tejido debido a la absorción de la toxina 
саца la aparición de la pseudomembrana en la garganta 
del paciente, La prueba diagnóstica de la difteria es el ais- 
lamiento de С. diphtheriae de la garganta de un individuo. 
La toxina, en ausencia de tratamiento, puede producir daño 
sistémico en órganos como corazón, riñones, hígado y glán- 
dulas adrenales. 

Un paciente diagnosticado con difteria es tratado si- 
multáneamente con antibióticos y con una antitoxina dif- 
térica (una antitoxina contiene anticuerpos neutralizadores 
producidos en otro animal) (véase Secciones 247 y 22.11 
sobre antitoxinas). Penicilina, eritromicina o gentamicina 
son empleadas como terapia efectiva frente a esta enfer- 
medad. La temprana administración de estos antibióticos y 
de la antitoxina son esenciales para una efectiva preven- 
ción de la enfermedad. 

La prevención de la difteria se aborda gracias al uso de 
una muy efectiva vacuna. La vacuna se hace tratando la 
exotoxina díftérica con formalina para producir una inmu- 
nogénica, по tóxica, sino toxoide. El toxoide de la difteria 
forma parte de la vacuna ОТР (difteria, tétanos, pertusis) 
(обаве Sección 22.11). 


/__26.3 Revisión de conceptos 

La difteria es causada por la bacteria Gram positiva Corynebac- 
terium diphtheriae. Existe una vacuna estandarizada que se ad- 
ministra a los niños en edad temprana (DTP) muy efectiva en la 
prevención de esta seria afección respiratoria. 

/ ¿La patogénesis de la difteria es debida a la infección? 

4 ¿Cómo se puede prevenirla dispersión de la difteria? 


+ E Е 
La tosferina es una enfermedad respiratoria potencialmen- 


te grave causada por Bordetella pertussis. В. pertussis es un 
pequeño cocobacilo, aeróbico y Gram negativo. 


Epidemiología y patogenia 
La tosferina (pertusis) es una enfermedad respiratoria 
aguda muy infecciosa que se observa a menudo en indi- 
viduos de menos de 25 años. Bordetella pertussis se ad- 
hiere a las células del tracto respiratorio superior gracias 
a la producción de un factor específico de adherencia lla- 
mado antígeno filamentoso hemaglutinante que reconoce un 
receptor complementario en la superficie de las células 
del hospedador. Una vez unida, B. pertussis se multiplica 
y produce la exotoxina pertussis que induce la síntesis 
de adenosina monofosfato cíclica (CAMP) (véase Sección 
8.7), la cual es parcialmente responsable de los fenómenos 
que dan lugar al daño en los tejidos. Bordetella pertussis 
también produce una endotoxina que también puede in- 
ducir alguno de los síntomas de la tosferina. Clínica- 
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mente, la tosferina se caracteriza рог una recurrente tos 
violenta que puede durar hasta 6 semanas. El nombre de 
esta enfermedad le viene dado precisamente por esa tos 
espasmódica y los sonidos producidos por el paciente al 
tratar de respirar profundamente para obtener aire sufi- 
ciente. 


Diagnóstico 
El diagnóstico de la tosferina se puede realizar mediante 
la tinción con anticuerpos fluorescentes de muestras de la 
garganta del paciente o mediante el cultivo del microor- 
ganismo. El mejor método de recuperación y crecimiento 
de este microorganismo desde un paciente consiste en la 
inoculación de un aspirado nasofaríngeo directamente en 
una placa de agar con extracto de patata glicerol y sangre 
(aunque no es selectivo, este medio permite una buena re- 
сирегасібп de B. pertussis). Colonias f-hemolíticas for- 
madas por pequeños cocobacilos Gram negativos son 
tadas para В. pertussis mediante una prueba de agluti- 
nación de bolitas de vidrio o mediante tinción con anti- 
cuerpos fluorescentes frente a В. pertussis (oémse Secciones 
24.8 y 24.10) 


Prevención y tratamiento 

Rutinariamente se administra una vacuna, como parte de 
la DTP, consistente en células muertas completas o proteí- 
nas derivadas de Bordetella pertussis. Esta vacuna, aunque 
normalmente muy efectiva, debe ser administrada a indi- 
viduos susceptibles, habitualmente niños, en intervalos 
apropiados comenzando inmediatamente después del na- 
cimiento (véase Sección 22.11). En los Estados Unidos, más 
del 50% de los niños que adquieren la tosferina no han sido 
correctamente inmunizados y las preparaciones actuales 
son efectivas sólo entre un 60 y un 90%. La incidencia de 
esta muy infecciosa enfermedad permanece elevada, como 
demuestran los brotes epidémicos en diferentes ciudades 
delos Estados Unidos y de la antigua Unión Soviética, pre- 
sumiblemente por el mal seguimiento de los programas 
de salud pública, En los últimos años ha habido un alar- 
mante aumento en los casos de pertusis en los Estados Uni- 
dos (Figura 267) y más del 60% de los más de 4000 casos 
por año son individuos de más de 5 años, incluyéndose 
adolescentes y adultos 

Debido a los efectos secundarios de la vacuna, in- 
cluyendo hinchazón y enrojecimiento local, fiebre y oca- 
sionalmente problemas más serios como encefalitis y 
convulsiones, una «segunda ión» de vacunas, que 
contienen fracciones celulares purificadas de Bordetella per- 
tussis y no células completas, ha sido recientemente apro- 
bada para su administración en los Estados Unidos (véase 
Sección 22.11). 

Los cultivos de B. pertussis son destruidos por ampicili- 
na, tetraciclina y eritromicina aunque, hn vivo, los antibióti- 
cos solos no son capaces de controlar la infección. La 
respuesta inmunitaria del individuo frente a la infección 
рог Bordetella pertussis debe ser tan importante o más que la 
administración de los antibióticos, ya que los individuos 
que padecen esta enfermedad son capaces de transmitir la 
enfermedad incluso hasta 2 semanas después del comien- 
жо de la terapia con antibióticos. 


Casos regristrados por cada 100 000 habitantes. 
E 


1974 1979 1984 1989 1904 1009 


де los casos de tosferina en la última década. Entre 1975 y 1 
hubo de media menos de 2000 casos por año, pero la incid 
ha aumentado actualmente hasta más de 7000 casos por айо 
Más del 60% de los niños preescolares son inadecuadamente in 
munizados en algunas ciudades, dado lugar a un potencial 
blema de salud publica. 


4 ¿Qué medidas pueden ser tomadas para reducir el ac 
incremento en la incidencia de tosferina en la población? 
+ Indique problemas potenciales derivados del uso de у 
nas con células completas de tosferina. Indique los р 
tomados para reducir los citados problemas en las nuev 


La tuberculosis es producida por el bacilo Gram posi 
ácido-alcohol resistente Mycobacterium tuberculosis (véase 
ción 1223). Fue aislado, descrito y responsabilizado de Ш 
tuberculosis en 1882 por el famoso microbiólogo aleman 
bert Koch (vénse Sección 1.5 y el recuadro «Descubrid 
de los principales patógenos bacterianos», en ese capi 


Epidemiología 

Los bacilos de la tuberculosis de Mycobacterium tub 
se transmiten muy fácilmente a través de la vía respirato 
incluso el simple acto de hablar es suficiente para la trar 
misión de persona a persona. En un tiempo, la tuberculo 
fue la enfermedad infecciosa más relevante dando cuenta 
una de cada siete muertes de seres humanos en todo el mu 
do. Actualmente, en los Estados Unidos, cerca de 20 000 
sos de tuberculosis son diagnosticados cada año. En to 
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Descubridores de los principales patógenos bacterianos 


Кол entermedados y desarrolados los procede декеровыадов de Koch (1884) torn muy 
Па importancia de los microorganismos mientos para el culto de los microorgaris- — tructileras para la microbiología médica. El 
еп las entermedades infecciosas ha sido de- тов en el laboratorio, se tacit el camino — rápido desarrollo de este campo se detalla 
talado en el Capitulo 1 (véase Sección 1.5). para el descubrimiento y astamiento de un en la siguiente tabla, on la cual se recogen 
Una vez бв aceptado el concepto de micro- гап número de microorganismos patóge- ios principales patógenos aislados durante 
organismos como agentes productores de пок. Las décadas en tomo a la formulación іа «edad de oro de la bactariologías. ш 
Año Enfermedad Organismo Descrubridor 

1973 Lepra Mixobacterum реше Hansen, С.Л. 

1877 Carbunco Bacillus anthracis Koch R 

1878 Inlección purulenta Staphylococvus Koch R 

1879 Gonorea Менты gonorrhoea Neisser, A. LS 

180 Fiebre tifoidea Salmonella tyrin Бом, C J, 

її Infección purulenta Strela Орчоп, А. 

1882 Tuberculosis Mycobacterium tuberculosis Koch R 

183 Cólera Vibrio cholerae Koch R 

1883 Diheria Corynebacterium diphtheriae Kiebs, T. A-E 

ma Tétanos Санпит tetera Nicolaier, А. 

1988 Diarrea Escherichia coli Escherich, T- 

1846, Neumonia Streptococcus pneumoniae Fraenkel, A. 

1887 Meningitis Мезмты Wexchselbaum, A. 

1988, Intoxicación alimentaria Salmonella enterito Gaertner, A. A. H. 

1892 Gangrena Ciostrutium perfringens Welch, W. H. 

1994 Peste Yersinia pestis Kitasato, $, Yersin, A. J. E. (independently) 
1896 Botulismo Clostridium botulinum van Ermengem, E. M. P. 

1898 Disenteria Shigella dysenteriae Shiga K 

1900 Fiebres paratifoideas (paratificas)  Satmoniia paratyphi Schottmûller Н. 

1903 Sitis Treponema pailidum Schsudinn, F R, and Hoffman, Е. 

1906 Tonferina Bordetella pertussis Bordet, J, and Gengou, O. 


Ч mundo, la tuberculosis es responsable de 1,5 millones de 
muertes al año, más del 10% del total de muertes por en- 
fermedades infecciosas y más de un tercio de la población 
mundial ha estado infectada por M. tuberculosis (véase Ta- 
bla 25.1). En los últimos años, muchos de los nuevos casos 
de tuberculosis en los Estados Unidos resultan, almenos en 
parte, de la elevada incidencia de esta enfermedad en pa- 
Gentes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA). Sólo en Estados Unidos cada año mueren más de 
1000 personas de tuberculosis. 


Patogenia 
La interacción entre Mycobacterium tuberculosis y las células 
del hospedador es extremadamente compleja, siendo de- 
terminada en parte por la virulencia de la cepa, pero también 
la resistencia específica y no específica del hospedador. 
inmunidad mediada por células juega un importante pa- 
Ре en el desarrollo de los síntomas de la enfermedad. Es 
tonveniente diferenciar entre dos tipos de infecciones tu- 
berculosas humanas: primaria y postprimaria (o reinfección). 
La infección primaria es la primera infección que un indi- 
Viduo adquiere como consecuencia de la inhalación de pe- 
'queñas gotitas de líquido que contienen bacterias viables y 
provenientes de un individuo con una infección pulmonar 


activa. Partículas de polvo que han sido contaminadas por 
esputos de individuos tuberculosos son otra fuente de infec- 
ción primaria. La bacteria se ubica еп los pulmones donde 
se multiplica. Una reacción de hipersensíbilidad retardada 
(véase Sección 22.13) resulta de la formación de agregados de 
macrófagos activados, llamados tubérculos, característicos 
de la tuberculosis (véase Figura 1.13), No obstante las bacte- 
rias, a menudo, son capaces de sobrevivir y multiplicarse 
en cierta medida en el interior de los macrófagos. En indi- 
viduos que presentan baja resistencia, las bacterias no son 
eficientemente controladas y dan lugar a una infección pul- 
тпопаг aguda, que puede desembocar en una destrucción 
masiva del tejido pulmonar, el esparcimiento de la bacteria 
а otras partes del cuerpo y la muerte. 

En la mayoría de los casos de tuberculosis, sin embargo, 
la infección aguda no tiene lugar, permaneciendo localizada 
y habitualmente sin manifestaciones; posteriormente puede 
aparecer. Pero esta infección inicial hipersensibiliza al indivi- 
duo frente a la bacteria о а sus productos y consecuentemente 
altera la respuesta del individuo ante posteriores exposicio- 
nes а М. tuberculosis. Un prueba diagnóstica, llamada test de 
la tuberculina, puede ser usada para medir dicha hipersen- 
sibilidad. Cuando la tuberculina, una fracción proteica obte- 
nida de Mycobacterium tuberculosis, es inyectada intradérmi- 
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camente (subcutáneamente) en un individuo hipersensible, 
desarrolla una reacción inmunitaria localizada en un perio- 
Чо entre 1 y 3 días en el sitio de la inyección. La reacción se 
caracteriza por una hinchazón (edema) y endurecimiento 
(ойе Figura 2224). A un individuo que muestre esta reacción 
se le considera fuberculina positivo; muchos adultos resultan 
positivos a esta prueba como resultado de una infección pre- 
via no manifestada. Un test positivo de tuberculina no indi- 
са que se esté enfermo, únicamente que el individuo ha es- 
tado expuesto al microorganismo en el pasado y ha generado 
una respuesta inmunitaria mediada por células 

Para la mayoría de los individuos, esta inmunidad es 
protectiva y dura toda la vida. Sin embargo, algunos pa- 
cientes tuberculina positivos desarrollan tuberculosis post- 
primaria debido a una reinfección proveniente de fuentes 
exógenas o por reactivación de bacterias que han permane- 
cido quiescentes dentro de los macrófagos pulmonares, a 
menudo durante años. Factores como envejecimiento, mal- 
nutrición, estrés, agitación y desórdenes hormonales pue- 
den jugar un importante papel en predisponer a individuos 
a la reinfección por reducción en la efectividad del sistema 
inmunitario (wase Sección 21.13) permitiendo la reactiva- 
ción de infecciones latentes. 

Las infecciones pulmonares secundarias a menudo pro- 
gresan hacia infecciones crónicas que tienen como resulta- 
do la destrucción de los tejidos de los pulmones, seguido de 
parcial cicatrización y calcificación en los sitios de la infec- 
ción. Por tanto la tuberculosis postprimaria crónica fre- 
cuentemente resulta en un gradual esparcimiento de las 
lesiones a lo largo de los pulmones. Las áreas de tejidos 
destruidos se pueden ver por rayos X (Figura 26.8), las bac- 
terias pueden ser aisladas de los esputos únicamente en pa- 
cientes con una extensa destrucción tisular 


Prevención y tratamiento 

Los individuos que tienen tuberculosis activa pueden di- 
semínarla a individuos sanos simplemente a través de 
tosidos o hablando, Debido a que la tuberculosis es muy 
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ШЕПТЕ] Fotografias de rayos X (а) Radiografia torácica normal 
Las ineas blancas poco intensas son arterias y otros vasos sanguíneos. 
El corazón es visible como un bulto blanco өп el cuadrante inferior de- 
recha. (b) Un caso avanzado de tuberculosis pulmonar; los parches bian- 
соз (lechas) indican áreas enfermas. Estos parches o tubêrculos, pueden. 
contener bacterias de Mycobacterium tuberculosis vivas. Los teidos y ta 
función pulmonar son permanentemente destruidos por estas lesiones. 


contagiosa, el organismo responsable de la seguridad y la 
salud en el trabajo en los Estados Unidos obliga a estrictos 
requerimientos para la protección de los trabajadores res- 
ponsables del cuidado de los enfermos con tuberculosis. 
Por ejemplo, pacientes con tuberculosis han de ser hospi- 
talizados en habitaciones con presión negativa. Además, 
los trabajadores encargados de sus cuidados deben llevar 
mascarillas con filtros de aire de alta eficiencia (HEPA). Es- 
tos filtros especiales previenen el paso de Mycobacterium. 
tuberculosis de esputos o partículas de polvo. 

La terapia con medicamentos ha sido el factor más im- 
portante que ha contribuido al control de la tuberculosis, El 
éxito inicial de esta terapia ocurrió como resultado de la in- 
troducción de la estreptomicina, aunque la revolución en el 
tratamiento de la tuberculosis fue el descubrimiento del ách 
do isonicotínico hidracida (isoniacida о INH) (Figura 26.9), 
un derivado de la nicotinamida virtualmente específico frene 
te a las micobacterias, Este compuesto no es sólo efectivo y. 
carente de toxicidad, sino además barato y fácilmente ab- 
sorbido cuando se administra por vía oral. Aunque el moda 
de acción de la isoniacida no es completamente conocido, 
aparentemente interfiere con la síntesis del ácido micólico de 
las micobacterias (el acido micólico es un complejo ріка 
que se une al peptidogliano de la pared de las micobacterías) 
(vénse Sección 1223), El modo de acción de la isoniacida рше 
de ser la mimetización de la actividad de una molécula es- 
tructuralmente relacionada, la nicotinamida (Figura 26.9), 
incorporándose en lugar de ésta e inactivando las enzimas 
que requieren nicotinamida para su actividad. El tı 
miento de micobacterias con cantidades muy 
isoniacida (5 picomoles [pmol] por 10° células) resulta en la 
completa inhibición de la síntesis de ácido micólico y la 
cubación continuada a este agente da lugar a la pérdida 
zonas completas de la membrana externa y, por tanto, 
pérdida de la permeabilidad selectiva у la muerte de la 
teria. Como consecuencia del tratamiento con isoniaci 
las micobacterias pierden la ácido-alcohol resistencia, ya qi 
es el ácido micólico el responsable del fundamento de esta! 
tinción (véase Sección 12.23). No obstante, las resistencias: 
isoniacida y a otras drogas por parte de las micobact 
están creciendo de modo alarmante, especialmente en 
fermos con SIDA (véase Sección 26.14). 

El tratamiento típico incluye dosis diarias de isoniaci 
y rifampicina durante dos meses, seguido de dosis bi 
nales hasta un total de 9 meses, para erradicar el bacilo 
tubérculo y prevenirla aparición de cepas resistentes a 
antibióticos. Si no se termina el tratamiento o hay defici 
cias en su cumplimiento, pueden aparecer reactivaciones 
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la enfermedad, en las cuales el microorganismo puede ha- 
ber adquirido resistencia al anterior tratamiento, El trata- 
miento inadecuado incentiva la aparición de resistencias ya 
que tiene lugar un elevado número de mutaciones espon- 
táneas en M. tuberculosis, que determinan la resistencia a 
dichos antibióticos. La terapia adecuada con múltiples me- 
dicamentos reduce la probabilidad de emergencia de cepas 
соп resistencia a todos ellos. En ciertas poblaciones, tales 
сото hospitales o clínicas de reposo, los pacientes son tra- 
tados rutinariamente con más de cuatro medicamentos y 
durante al menos 6 meses para descartar la emergencia de 
tuberculosis resistentes a los medicamentos. 


Micobacterium leprae y la enfermedad 

de Hansen 

Mycobacterium leprae es el agente etiológico de la antigua y 
temida enfermedad de Hansen o lepra. М. leprae es la única es- 
pecie de Mycobacterium que no ha podido crecer en medios 
de cultivo artificiales. El único animal de experimentación 
en el que ha podido crecer con éxito y en el que produce 
una enfermedad parecida es el armadillo. La manifestación 
más grave de la enfermedad de Hansen se caracteriza por la 


aparición de pliegues y lesiones en forma de bulbo, espe- 
cialmente en la cara y extremidades (Figura 26.10) debido al 
crecimiento de М, leprae en la piel. Las lesiones característi- 


Gas contienen mas de 10? células bacterianas por gramo de 
tejido. Al igual que М. tuberculosis, M. leprae se tine de rojo 
intenso con fuesina mediante la tinción de ácido-alcohol 
resistente, siendo una rápida y definitiva demostración de 
infección activa (vénse Sección 12.23). Esta multibacilar о le 
promatosa forma de lepra tiene una muy pobre prognosis. 
En casos severos, la lesiones producen la desfíguración de 
las facciones, la destrucción de los nervios periféricos y la 
pérdida de las funciones motoras. Muchos pacientes mues- 
tran lesiones mucho menos severas de las que no se pueden 
aislar bacterias, Estos pacientes tienen la tubercular о pauci- 
Tncíar forma de la enfermedad. La lepra tubercular se ca- 
racteriza por una fuerte hipersensibilidad retardada (tse 
Sección 22.13) y una buena prognosis. La enfermedad de 
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Infección con Mycobacterium tuberculosis: 
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Hansen en ambas formas expuestas y las formas interme- 
dias entre ambos extremos se trata usando una terapia а 
base de varios medicamentos (MDT), donde se incluyen 
combinaciones de dapsona (4,4-sulfonilbisbenceneamina), 
rifampicina y clofacimina. Como en el caso de la tuberculo- 
sis, han aparecido organismos resistentes a estos medica- 
mentos, especialmente en tratamientos inadecuados о con 
un único compuesto, Para la erradicación de este microor- 
ganismo son necesarios tratamientos durante más de un año 
y con protocolos que combinen varios medicamentos. 

La patogeneidad de M. leprae es probablemente debida 
а una combinación entre un fenómeno de hipersensibili- 
dad retardada (véase Sección 22.13) y la colonización del 
microorganismo. La transmisión, probablemente, combine 
el contacto directo con las vías respiratorias, y el periodo 
de incubación varía entre algunas semanas hasta años o in- 
cluso décadas. M. leprae crece en el interior de los macrófa- 
gos, causando una infección intracelular que puede dar 
lugar a una enorme cantidad de bacterias en el interior de 
la piel. En muchas zonas del mundo la incidencia de la en- 
fermedad de Hansen es muy baja. Por ejemplo, en los Es- 
tados Unidos se diagnostican al año menos de 300 casos, 
Las áreas de mayor incidencia se concentran en América 
Central y del Sur, África y el sudeste asiático, Actualmente 
existen 1,2 millones de personas diagnosticadas con lepra, 
y 500 000 nuevos casos al año. Sin embargo se piensa que 
puede haber hasta 12 millones de casos de lepra sin diag- 
nosticar en todo el mundo. 


Otras especies de Mycobacterium patógenas 
Un patógeno común del ganado vacuno, Mycobacterium bo: 
vis, afecta también a humanos, además de a otros animales, 
La vía de entrada en humanos de M. bovis es el tracto in- 
testinal, normalmente por la ingestión de leche cruda, Des- 
pués de una infección intestinal localizada, el microorga- 
nismo eventualmente se dispersa hasta el tracto respiratorio 
iniciando los síntomas típicos de la tuberculosis, No se sabe 
realmente si M. bovis es un organismo diferente a M. tuber- 
culosis ya que experimentos de hibridación de ambos geno- 
mas indican que son prácticamente idénticos con un 100% 
de identidad en cuanto a su secuencia de ADN (обме Sección 
11.9), La pasteurización de la leche y la eliminación de los 
animales enfermos han erradicado, prácticamente, la trans- 
misión de la tuberculosis de ganado bovino a humanos. 

Otras especies de Micohacterium son ocasionalmente pa- 
tógenos humanos. Por ejemplo, М, kansasi, М, serofulaceum, 
М. chelonae y otros miembros del género (Sección 12.24). La 
tuberculosis debida a los microorganismos del complejo de 
М. avium (MAC) son particularmente prevalentes en pa- 
cientes con SIDA, en comparación con el resto de la pabla- 
ción (vénse Sección 26.15). 


/__26.5 Revisión de conceptos 


La tuberculosis es una de las más importantes y peligrosas en- 
fermedades en el mundo, Su incidencia está aumentando en los 
países desarrollados debido a la aparición de cepas resistentes 
а los medicamentos empleados en su control, La patología de la 
tuberculosis y la lepra está influenciada por la respuesta inmu- 
nitaria celular. 
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Y ¿Por qué Mycobacterium tuberculosis es un patógeno respi- 
ndido? 
4. Describa los factores que contribuyen a la incidencia de re 
sistencias a los medi 
bacterias, 


Neisseria meningitidis, meningitis 

y тепіпдососетіа 
La meningitis es una inflamación de las meninges, тет. 
branas que recubren el sistema nervioso central, especial 
mente la médula espinal y el cerebro. La meningitis puede 
ser causada por infecciones bacterianas o víricas, o incluso 
puede ser aséptica, no causada por ningún agente infec 
Aquí vamos a centrarnos en las meningitis causadas 
por bacterias, principalmente Neisseria meningitidis, y una 
infección relacionada llamada meningococemi 


ratorio lan ex 


amentos en las infecciones por mico- 


Biologi: 

Neisseria meningitidis, a menudo llamada meningococo, es 

un diplococo encapsulado, Gram negativo, no esporulado 
bico estricto y oxidasa positivo (Figura 26.11). Se cono 

al menos, 13 cepas patógenas distintas de N. meningi- 

tidis, basadas en las diferencias anti 

ridos de su cápsula. 


nicas de los polisacá 


Epidemiología y patogenia 

La meningitis meningocócica a menudo aparece como epi- 
demias, habitualmente en colectivos cerrados tales como 
instalaciones militares o colegios. Normalmente afecta a ado- 
lescentes o a adultos jóvenes. En una población normal, más 
del 30% de los individuos tienen Neisseria meningitidis en la 
zona nasofaríngea, чМев de enfermedad. 
En situaciones de epidemia este porcentaje se eleva hasta el 
80%. El determinante que posibilita el paso de portador asin 


sin síntomas ара 


ШЕТЕЛ И тусо соп anticuerpos fluorescentes de Neisseria 
meningitidis, el microorganismo causante de meningitis y meningoco- 
оета en adultos. Las bacterias has sido obtenidas del líquido cefalo- 
rraquideo de un paciente infectado. Los cocos individuales tienen 
alrededor de 0,6 a 1,0 um de diámetro. 


tomático a enfermo agudo no se conoce. En una infección 
meningocócica aguda, la bacteria es transmitida por el hos- 
pedador, habitualmente а través del aire, se adhiere a las cê 
lulas de la zona nasofaríngea, у desde ahí accede al torrente 
sanguíneo causando septicemia y una simple infección del 
tracto respiratorio. La septicemia, en algunas ocasiones, de- 
termina una fulminante meningococcemia, caracterizada par 
coagulación intravascular, shock y muerte en el 17% de los ca- 
sos. La meningitis es otra seria manifestación de la infección. 
La meningitis se caracteriza por un repentino dolor de cabe 
za, vómitos y rigidez en el cuello, y puede evolucionar a coma 
y muerte en pocas horas. Los casos de muerte representan el 
3% de los pacientes de meningitis meningocócica aguda, 

En la Figura 26.12 se muestra la prevalencia de infeccioa 
пез meningococicas agudas en los Estados Unidos durante 
los últimos 30 años. Se recogen 2500 casos de enfermedades: 
meningococicas agudas por año соп una mortalidad total 
en torno al 10% 


Diagnóstico 

Muestras aisladas de exudados nasofarín 
quido cefalorraquídeo son inoculados en un medio de cule 
tivo llamado «medio modificado» de Thayer-Martin (MTM) 
(Sección 24.1); se trata de un medio selectivo que suprime! 
crecimiento de la mayoría de la biota normal, pero permike 
el crecimiento de Neisseria meningitidis y Neisseria gonnorhe 
ae. Las colonias formadas рог diplococos Gram negativos y 
oxidasa positivos (Tabla 243) son identificadas como pres 
suntas Neisseria. Sin embargo debido a la rápida evolución 
de la enfermedad, los diagnósticos preliminares se basan 
generalmente en los síntomas clínicos y el tratamiento эё 
inicia sin la confirmación por los tests de cultivo 


эз, sangre o lle 


Prevención y tratamiento 

La penicilina G es el antibiótico de elección para el tratas 
miento de las infecciones por Neisseria meningitidis. No ob 
tante ya se ha registrado la presencia de cepas resistentes. E 
eloranfenicol es el agente alternativo de tratamiento de in 
fecciones en individuos sensibles а la penicilina. Existen nus 
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tados Unidos. En 1998 se registraron 2725 casos de miningacoces 
о meningitis, el resultado fue de 234 muertos, Los datos son del 
tro de Control y Prevención de Enfermedades, Atlanta, GA, EE.UU; 
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merosas cefalosporinas de amplio espectro que son también 
efectivas. De forma natural aparecen anticuerpos específicos 
frente a una cepa en infecciones subelínicas que son efectivos 
enla prevención de la infección en la mayoría de los adultos. 
Desafortunadamente no se dispone de vacunas de larga du- 
ración para prevenir la meningitis o la meningococemia. No 
obstante, se dispone de vacunas consistentes en polisacáridos 
purificados de una de las más importantes cepas patógenas 
que se emplean para inmunizar a personas de riesgo с 
surge un brote epidémico. La vacuna también se admi 
ara prevenir la infección de ciertas poblaciones suscepti- 
bles, como los militares o estudiantes que viven en residen: 
Ча. Además, la rifampicina se emplea como antibiótico en 
la quimioprofilaxis para prevenir la enfermedad en perso: 
в cercanas о familiares de un individuo infectado 


Otras causas de meningitis 
Existen otros organismos que también pueden producir me- 
ningitis, Meningitis aguda es habitualmente causada por 
una de las bacterias piogénicas como el Staphylococcus, 
Streptococcus o Haemophilus influenza. H. Influenza infecta 
primariamente a niños pequeños. Se dispone de una va 
па efectiva para prevenir la meningitis cuasada por H. In- 
fluenza, la cual es obli los Estados Unidos para 
los niños en edad escolar (Secc 
Diferentes virus pueden causar meniny e ellos 
destacan el virus del herpes simple (HSV) el virus linfocí 
tico coriomeningítico (LCM), el virus de las paperas y los 
enterovirus, En general, la meningitis vírica es me 
riana. 


vera que la bac 


/_26.6 Revisión de conceptos 


Neisseria meningitidis es el más común causante de meningoco- 
1 


nes derradas. La 


gemia y meningitis en adultos jóv 


es, apareciendo ocastor 
micos en poblaci 
¡gococemiarbacterianas son enferm 
nortalidad. Aunque los 
tratamientos actuales y las estrategias de prevención están en 
camino de acabar con los brotes epidémicos, no se dispone абл 
Че una vacuna multivales 


mente como brotes 
meningitis y men 
muy graves con elevados índices de 


efectiva 


/ Describa a infección por Neisseria тен! y cómo se 
desarrolla hasta la meningococem 

¿puede prev 
de realizarse: 


| 26.7 | Vi Infecciones respiratorias 


Como ya hemos explicado (véase Sección 20.10), los virus 
son más difíciles de controlar por medios quimioterapeú 

ticos que las bacterias u otros microorganismos, ya que se 
encuentran íntimamente relacionados con las funciones de 
las células del hospedador. Por ello, la mayoría de los me- 
dicamentos que atacan a los virus también causan daño en 
las células del hospedador. Por esto no es sorprendente que 
en los países evolucionados las infecciones más frecuentes 
tengan etiología vírica. La mayoría de las enfermedades ví. 

ficas son agudas y localizadas, sin embargo, algunas pue- 


irse la me 


¡gococemia? Explique cómo pue- 


den ser problemáticas en adultos normales sanos. Muchas 

enfermedades víricas importantes, tales como la viruela y 

la rabia, han sido controladas gracias a la inmunización. 

Empezaremos en este apartado discutiendo: sarampión, 

paperas, rubéola y varicela; todas estas enfermedades víri- 
ıs se transmiten a través de pequeñas gotas de agua рог 
ге y todas se controlan mediante inmunización: 


Sarampión 
El virus del sarampión produce una enfermedad aguda y 
muy contagiosa en niños, caracterizada рог secreciones na 
sales, enrojecimiento de los ojos, tos y fiebre, El virus del 
sarampión es un paramixovirus (morbilivirus), virus RNA 
de cadena sencilla lineal, de polaridad negativa, familia 
Paramyxoviridae, género Morbilliuirus (véase Sección 16,8), 
que entra por la nariz o garganta a través del aire, dando 
Jugar a una rápida viremia. La enfermedad progresa con 
tos intensa, fiebre y un intenso sarpullido (Figura 26.13); en 
la mayoría de los casos el sarampión dura entre 7 y 10 días, 
Anticuerpos circulantes frente al virus del sarampión ве 
localizan 5 días después de la aparición de la enfermedad 
y tanto los anticuerpos circulantes como los linfocitos Т с 
totóxicos (oéanse Secciones 22.8 y 22.6) se unen en la eli 
minación del virus. Debido al sarampión pueden aparecer 
complicaciones que incluyen infecciones en el oido inter: 
по, neumonía y, en raros casos, encetalomielitis. La 
falomielitis puede prod лез neurológicos y una 
forma de epilepsia, y tiene una mortalidad cercana al 20% 
Aunque en tiempos recientes se trataba de una enfer- 
medad muy común entre los niños, el sarampión actual- 
mente aparece en brotes muy localizados debido a los 
generalizados programas de inmunización, que comenza 
ron a mediados de los años sesenta (Figura 26.14a). En los 
Estados Unidos, debido al carácter tan infeccioso del saram 
pión, todas las escuelas públicas exigen las pruebas de in 
munización frente al sarampión antes de aceptar a un niño. 
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ШШЕ Ecto de las vacunas en la incidencia de las más importantes enfermedades viricas өп los niños, actualmente controladas por 


la vacuna triple мінса, en los Estados Unidos (sarampión, paperas, rubéola) (a) Sarampión. (b) Paperas. (с) Rubéola. Las gráficas pequeñas mues- 
tran una magen màs detallada de estas enfermedades. Los datos fueron obtenidos por los Centros de Control de Enfermedades de los Estados: 


Unidos, Atlanta, GA, EE.UU. 


La inmunización activa se consigue mediante la vacuna tri- 
ple vírica (sarampión, paperas y rubéola) (véase Sección 
22.11). Cuando un niño sufre el sarampión, la inmunización 
que consigue, generalmente, le protege frente a reinfeccio: 
nes durante toda la vida. * 


aperas 
Las paperas son causadas por otro paramixovirus (rubula- 
virus), virus RNA de de cadena sencilla lineal, de polari- 
dad negativa, familia Paramyxoviridae, géneso Rubulavirus 
muy contagioso diferente al causante del sarampión. El vi- 
rus de las paperas se transmite por pequeñas gotitas de 
agua a través del aire, la enfermedad se caracteriza por una 
inflamación de las glándulas salivares produciendo la 
flamación de las mandíbulas y del cuello (Figura 26.15). El 
virus puede dispersarse a través del torrente sanguíneo in- 
fectando otros órganos como el cerebro, los testículos y el 
páncreas. Complicaciones severas pueden incluir encefali- 
tis y más raramente esterilidad. La respuesta inmunitaria 
del hospedador produce anticuerpos frente a las proteínas 
de superficie del virus y generalmente determina una rá- 
pida recuperación. Un vacuna compuesta de virus atenua- 
dos es muy efectiva en la prevención de la enfermedad 
(Figura 26.149). Por tanto, al igual que el sarampión, la in- 
cidencia de las paperas en los países desarrollados ha ex- 
perimentado un gran descenso en las últimas tres décadas, 
quedando reducida casi exclusivamente a individuos que 
то recibieron la vacuna triple vírica durante la infancia, 
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Rubéola 

La rubéola (sarampión alemán) es causada por un rubivirus, 
virus RNA de cadena sencilla lineal, de polaridad positiva, de 
la familia Togaviridae, género Rubivirus (véase Sección 167) 
Los síntomas de la enfermedad recuerdan a los del sarampión 


Tipica hinchazón glandular asociada a las paperas. 


pero generalmente son más suaves. La rubéola es menos con- 
tagiosa que el sarampión у por tanto una buena proporción 
dela población nunca ha sufrido esta infección. Sin embargo 
durante los últimos tres meses de embarazo el virus de la ru- 
béola puede infectar al feto a través de la placenta y dar lugar 
portantes malformaciones. La rubéola puede producir 
la muerte del feto, sordera, defectos en el corazón y en los 
ojos y daños cerebrales en nacidos vivos. Así pues, es im- 
portante que las mujeres embarazadas estén inmunizadas 
frente а este virus, por ello se lleva a cabo una inmunización 
rutinaria de los niños frente a esta enfermedad. La vacuna 
consta de un virus atenuado junto con los virus atenuados 
Че! sarampión y las paperas en la vacuna triple vírica men- 
cionada previamente. (véanse Figura 26.14с y Sección 22.11). 


Varicela y herpes 

La varicela es una enfermedad infantil muy común causada 
por un herpesvirus, virus DNA de doble cadena lineal, de 
familia Herpesviridae, género Varicellovirus (HH, Herpesvirus 
Humano 3) (véase Sección 16.11). La varicela es muy conta- 
piosa, especialmente cuando individuos susceptibles están en 
contacto; el contagio es por el aire a través de pequeñas gotas 
de liquido infectadas. En escolares, por ejemplo, el confina 
miento en las clases durante los meses de invierno permite el 
esparcimiento del virus de la varicela por secreciones trans- 
ımitidas por el aire de los compañeros infectados. El virus en- 
tra por el tracto respiratorio, se multiplica rápidamente y se 
distribuye a través del torrente sanguineo dando lugar a las 
pápulas típicas que rápidamente cicatrizan y raramente de- 
Jan marcas (Figura 26.16). Una vacuna a base del virus ate- 
muado es actualmente recomendada en los Estados Unidos 
(айке Sección 22.11). La incidencia actual de la varicela es en 
tomo а un tercio de los casos que existían antes de 1994, el 
año en que se extendió la inmunización (Figura 26.17) 

El virus de la varicela puede permanecer en estado quies- 
Gente en cólulas nerviosas durante años sin síntomas ара. 
rentes. Los virus ocasionalmente pueden migrar desde los 
reservorios a la piel, causando una dolorosa erupción conoci 
da como herpes zoster. El herpes comúnmente afecta a indivi 
duos inmunodeprimidos o ancianos. Estudios con voluntarios 
humanos sugieren que las células Т son importantes en la des- 
frucción del virus. El uso profiláctico de globulinas hiperin 
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1990 y 1999, La vacuna frente a la viruela se introdujo en 1995, en los 
5 años siguientes la incidencia de la entermedad se redujo өп un 30% 
del total de casos detectados antes de que la vacuna estuviera dispo- 
те. Los datos fueron obtenidos de los Centros para el Control у Pre- 
vención de Enfermedades, Atlanta, Georgia, EE.UU. 


munes humanas preparadas frente al virus son eficaces para 
prevenir la aparición de los síntomas del herpes, Esta terapia 
es sólo recomendada en pacientes donde infecciones secun- 
darias ocasionalmente asociadas con el herpes, tales como 
neumonía o encefalitis, pueden hacer peligrar su vida. 


/ 206.7 Revisión de conceptos 


Las enfermedades respiratorias víricas son muy infecciosas y 
pueden causar problemas de salud serios. No obstante las muy 
comunes enfermedades víricas que afectan principalmente a los 
niños como son el sarampión, las paperas, la rubéola y la vari- 
celas son controlables mediante una apropiada inmunización. 


Y Diga cuándo se dispuso de la inmunización para saram- 
pión, paperas, rubéola y varicela. 

Y Describa las complicaciones graves que tienen las infeccio- 
nes por estos virus. 


EX] Resfriados y gripe 


Los resfriados y la gripe son las enfermedades víricas in- 
fecciosas más comunes. Como se muestra en la Figura 26.18, 
hay alrededor de dos casos de grípe por cada enfermedad 


[Otras enfermedados infecciosas. 
Jrestrados. 
Gripe 
a 100 200 300 400 


Casos por 100 personas y año 


ШЕЕ >; + зе resido común y dea pipe sonas 
causas más importantes de enermedades neccioss en os Estados 
Unidos. Los datos son los tipicos delos años recientes 
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infecciosa. Hay alrededor de 15 resfriados por cada una de 
las otras enfermedades infecciosas. Ambas enfermedades 
respiratorias se transmiten vía las pequeñas gotas de líqui- 
do esparcidas por las personas infectadas por las toses, es- 
tornudos o secreciones respiratorias. 


El resfriado común 

Algunas estimaciones sugieren que cada persona, en tér- 
mino medio, padece más de tres resfriados por año a lo lar- 
de su vida (Figuras 26.18) Los síntomas del resfriado 
incluyen rinitis (inflamación de la región nasal, especial- 
mente de las membranas mucosas), obstrucción nasal, se- 
стесібп nasal acuosa y mal estado general, habitualmente 
sin fiebre, Los rhinovirus, virus con RNA de cadena senci- 
Па de polaridad positiva, de la familia Picornaviridae, géne- 
то Rhinovirus, (véanse Figura 26.190 y Sección 16.7), son los 


ШЕЕ] Micrcgrafas elsctrónicas de algunos virus del 
friado común. (a) Rinovirus humanos. (b) Coranovirus humanos. Cada 
viión де rinovirus mide alrededor de 30 nm de diámetro. Cada virión 
Че coronavirus mide en tomo а 60 nm de diámetro. 


causantes más comunes de los resfriados. Se han identifi- 
cado al menos 115 serotipos diferentes de rhinovirus. Otro 
grupo de virus con RNA de cadena sencilla, polaridad ро- 
sitiva, los coronavirus (familia Coronaviridae, género Coro- 
navirus, coronavirus humanos 229E y OC43) (Figura 26.190), 
son los responsables de alrededor del 15% de los resfriados 
еп adultos. Otros virus, entre los que están adenovirus, cox- 
sackie, virus sincital respiratorio y ortomixovirus, son res- 
ponsables de alrededor del 10% de los resfriados comunes: 
Los resfriados generalmente inducen una específica, local, 
respuesta de IgA (véase Sección 22.8). El elevado número 
de agentes infecciosos potenciales hacen que la inmuniza- 
ción sea casi imposible, 

La transmisión más probable es a través de aerosoles, 
aunque experimentos con voluntarios sugieren que el con- 
tacto directo es también un importante medio de transmi- 

п. La mayoría de los medicamentos antivíricos son 
inefectivos, pero un derivado de la piramicina (Figura 
26.204) parece prometedor en la prevención de la infección 
después de la exposición al virus. Además, nuevos medi 
'camentos antivíricos están siendo diseñados basándose en 
las estructuras tridimensionales de dichos virus. Por ejem- 
plo, el fármaco WIN 52084, un antirrinovirus (Figura 26.200) 
se une al virus, cambiando su estructura tridimensional su- 
perficial y destruyendo el sitio de unión a la superficie de 
la célula hospedador, impidiendo la infección. El interfe- 
rón a, una citoquina (véase Sección 23.10), es también efec- 
tivo en la prevención de la aparición del resfriado. Así pues, 
existen diferentes posibilidades experimentales para la pre- 
vención y el tratamiento de los resfriados, pero ninguna de 
ellas es comúnmente aceptada por no ser muy efectivas ni 
seguras. El tratamiento aceptado para los resfriados 
siste en aliviar los síntomas, principalmente las descargas 
nasales, con una amplia variedad de antihistaminas у me- 
dicamentos descongestionantes. 


Gripe 

La gripe es causada por un virus con RNA como material 
genético del grupo de los ortomixovirus, de la familia Or 
thomixoviridae, género Influenzavirus (A, В, C) (véase Sección 
16.8). El virus de la gripe es un virus con envoltura, con 


52084, un fármaco que bloquea de la unión al receptor. 


ЮТЩ онол 


сов síntomas de un restado común — está asociado con descargas nasales, los, pueden ser similares, los restiados suelen 
у do la gripe a menudo son similares, — escalotrios y tal vez dolor de garganta, La — ser de menor duración y los síntomas son 

pero ambas enfermedades son distintas y gripa, causada por ortomixovirus, está 9e- más suaves. Lo siguiente puede servir como 

están causadas por virus diferentes. Un res- — neralmente asociada con un grupo бегине оча para saber si sa ha «cogido un restria- 

ado tipico es causado por un rmovirus у de síntomas. Aunque ambas enlermedades do» о si se «tiene la gripe». ® 

Sintomas Restrlado comun Gripe 

Fiebre Raro ¿Común (39-070, repentino 

Dolor de cabeza Raro Comin 

Malestar general Suave Común, a veces muy severo, puede durar varias semanas 

Descargas nasales Común y abundante Menos común, poco abundante 

Dolor de garganta Común Mucho menos comun 

Vómitos o/y diarrea. Raro Común 


а ассо ЦА. س‎ i 


RNA de cadena sencilla lineal, polaridad negativa, geno- 
та segmentado (fragmentado) y helicoidal, rodeado de una 
envoltura constituida рог una proteína, una bicapa lipídi- 
ca y glicoproteínas externas (véanse Figuras 26.21 y Figura 
16.15). Existen tres tipos distintos de virus de la gripe, in- 
fluenzavirus A, influenzavírus В e influenzavirus С. El más 
importante en humanos es el influenzavirus A, por lo que 
limitaremos nuestra explicación a este virus. 

El material genético del virus de la influenza A está for- 
mado por RNA de cadena sencilla lineal de polaridad ne- 
gativa y empaquetado de una forma poco habitual. Como 
se explicó en la Sección 16.10, el genoma del virus de la gri- 
pe está segmentado (fragmentado) con los genes repartidos 
en los ocho segmentos de RNA monocatenario (véanse Fi- 
gura 16.15 y Sección 16.8). Esta organización permite el rã- 
pido y constante intercambio de genes entre las distintas 
cepas del virus de la gripe, teniendo además en cuenta que 


БЕЛД] vengar siecvónica del vrus de la gripe, se mues- 
ra la localización de las proteinas mayoritarias de la cubierta y del ácido. 
nuciaico. Cada virión es de unos 100 nm de diámetro. HA, hemagtutini- 
па (гез copias conforman la punta de la envuelta de HA), NA, neurami- 
nidasa (cuatro copias conforman la punta de la envuelta de NA}; M, 
proteina de la cubierta; МР, nucieoproteina; PA, РӘТ, РВ2 y otras protei- 
as internas, algunas de las cuales pueden tener funciones enzimáticas, 


una célula puede ser infectada por más de un virus al mis- 
то tiempo. El intercambio de genes tiene como resultado 
el fenómeno que se conoce como cambio antigénico. El cam- 
bio antigénico determina modificaciones en las proteínas 
dela cubierta de los viriones, especialmente en dos de ellas, 
hemaglutinina y neuraminidasa, importantes para la unión 
a la célula hospedador y la posterior salida de los virus de 
las mismas respectivamente (véanse Figuras 16.15 y 26.21). 
En la hemaglutinina y la neuraminidasa también se pro- 
ducen cambios antigénicos menores debidos a mutaciones 
génicas, que resultan en el cambio de uno o más aminoáci- 
dos. Este fenómeno se conoce como deriva antigénica. 

El virus de la influenza humana es transmitido de per- 
sona a persona a través del aire, inicialmente en partículas 
líquidas expelidas al toser о estornudar. El virus infecta las 
membranas mucosas del tracto respiratorio superior y оса- 
sionalmente invade los pulmones. Los síntomas incluyen 
fiebre ligera durante 3 a 7 días, escalofríos, fatiga, dolor de 
cabeza y malestar general (véase el apartado, «¿Resfriado 
común o gripe?»). La recuperación es espontánea y rápida. 
La mayoría de las consecuencias serias de la gripe ocurren 
debido a la invasión de bacterias como infección secundaria 
еп personas cuyas defensas han sido mermadas por la in- 
fección del virus de la gripe. Especialmente en niños у per- 
sonas mayores, la gripe es seguida por neumonía; la muerte, 
si llega a ocurrir, es debida a la infección bacteriana poste- 
rior, Después de la infección, la mayoría de los individuos 
se convierten en inmunes frente a ese virus y es imposible 
que una cepa con similares tipos antigénicos produzca epi- 
demia durante más de 2 о 3 años, La inmunidad es muy de- 
pendiente de la producción de anticuerpos secretores (IgA) 
(vénse Sección 22.8), especialmente frente a determinantes 
antigénicos de la hemaglutinina y la neuraminidasa 

Los brotes de gripe tienen lugar cada año desde el final del 
otoño y durante todo el invierno debido a la enfermedad vírica 
endémica (vénse Sección 253). La deriva antigénica resulta en 
una inmunidad reducida en la población y es responsable de 
la recurrencia de las epidemias, brotes de gripe severos ocurren 
en ciclos de entre 2 y 3 años. Pandemias, brotes de extensión 
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mundial, ocurren mucho menos frecuentemente, entre 10 y 
40 años y son resultado del cambio antigénico. 

El brote de gripe, llamada gripe asiática, que afectó al 
mundo entero еп 1957 proporcionó una oportunidad ûni- 
са para estudiar el desarrollo de una pandemia (Figura 
26.22). La pandemia probablemente tuvo lugar por la apa- 
rición de una cepa mutante del virus antígénicamente dis- 
tinta a todas las cepas que había en la población. Como no 
había inmunidad frente a esa cepa, el virus se expandió rá- 
pidamente por todo el mundo. Apareció en el interior de 
China a finales de febrero de 1957 y a finales de abril ya es- 
taba en Hong-Kong llevado por refugiados chinos. Desde 
Hong-Kong y a través de las rutas navales y aéreas llegó a 
San Diego, California. En mayo hubo un brote en un barco 
еп Newport, Rhode Island. Numerosos brotes fueron apa- 
reciendo a lo largo de los Estados Unidos. La máxima inci 
dencia tuvo lugar en las últimas dos semanas de octubre 
еп ias que aparecieron 22 millones de casos. En la pandemia 
de 1918, la cepa de gripe A pudo aparecer como conse- 
cuencia de un reagrupamiento con un virus relacionado 
que infecta a los cerdos (gripe del cerdo). La cepa de 1957 
también pudo aparecer debido al reagrupamiento con ce- 
pas de un reservorio animal. 

Las epidemias de gripe pueden ser controladas me- 
diante la inmunización. Sin embargo la elección de las va- 
cunas apropiadas es muy complicado debido al gran 
número de cepas existentes y a la habilidad de éstas para 
sufrir cambios o deriva antigénica. Cuando aparece una 
nueva сера, las vacunas по están disponibles inmediata- 
mente, pero gracias a una cuidadosa vigilancia a lo largo 
Че todo el mundo (Sección 25.8), se consiguen muestras de 
las más importantes cepas emergentes del virus de la in- 
(шепга antes de que den lugar а un brote epidémico. En 
los Estados Unidos, preparaciones de tres cepas inactiva- 


das son mezcladas para obtener una vacuna polivalente 
que es administrada antes de la siguiente temporada de 
gripe, que habitualmente comienza a finales del otoño y 
continua durante el invierno. La inmunización frente a la 
gripe se recomienda en individuos susceptibles de des- 
arrollar infecciones secundarias graves, tales como los an- 
cianos (más de 65 años), aquellos que sufren enfermedades 
crónicas degenerativas (pacientes con SIDA, véase Sección 
26.14) y personal sanitario. La duración de la inmunización 
artificial de la vacuna de la gripe es habitualmente de unos 
pocos años y, por supuesto, es específica de la cepa. No obs- 
tante las inmunizaciones son actualizadas cada año. 

La gripe puede también ser controlada mediante los fár- 
macos amantadina y ramantadina (Sección 20.10 y Tabla 20.5). 
Estos fármacos inhiben la replicación vírica y ве han usado 
como quimioprofilaxis para la prevención del esparci- 
miento de la gripe, sobre todo a las personas de alto riesgo, 
El tratamiento de la gripe con aspirina no es recomendado, 
porque hay evidencias de la unión entre tratamiento de la 
gripe con aspirina y el síndrome de Reye (una rara pero 
ocasionalmente fatal enfermedad que afecta al sistema ner- 
vioso central) en niños, 


/ 26.8 Revisión de conceptos 

Los resfriados y la gripe son las enfermedades infecciosas más 

comunes. Aunque habitualmente no son enfermedades muy 

graves por ellas mismas, pueden favorecer la aparición de in- 

fecciones bacterianas secundarias. 

/ Comente las posibilidades de efectividad de los programas 
de inmunización frente a los resfriados comunes y la gripe. 


Z Defina y compare los síntomas de la gripe y de los resfria- 
dos comunes. 


ШЕЯ к сәла dela meyorepóam ds gros, la pandemia de уйре аддаю de 1957. 


269 в ESTAFILOCOCOS = 885 


Il TRANSMISIÓN 
DE ENFERMEDADES 
POR CONTACTO DIRECTO 


Numerosas enfermedades se transmiten por contacto di- 
recto con una persona infectada о con su sangre o secre- 
ciones. Muchas de las enfermedades respiratorias que ya 
hansido tratadas pueden ser también transmitidas por con- 
tacto directo, Aquí vamos a discutir tres enfermedades que 
se extienden primariamente de persona a persona а través 
de un contacto directo con los individuos infectados. 


ЕЕ Estafilococos 


El género Staphylococcus contiene patógenos habituales de 
humanos y animales, que ocasionalmente comprometen la 
vida de los mismos. Las infecciones estafilocócicas nor- 
malmente son infecciones que afectan a la piel y a las heri- 
das. La mayoría de las infecciones estafilocócicas resultan 
dela transmisión de los estafilococos de la biota normal de 
un individuo infectado pero asintomático a un individuo 
susceptible, 


Biología 

Los estafilococos son cocos Gram positivos de 0,8-1 um de 
diámetro que se dividen en diversos planos dando lugar a 
grupos irregulares (Sección 12.20 y Figura 12.51). Los esta- 
filococos son bacterias no esporuladas pero resistentes a la 
desecación y por ello fácilmente dispersables por las parti- 
culas de polvo a través del aire y las superficies. En huma- 
nos hay dos especies importantes: Staphylococcus epidermidis, 
una forma no pigmentada que se encuentra habitualmen- 


la 


te sobre la piel o membranas mucosas, y Staphylococcus au- 
reus, una forma con color amarillo. Ambas especies son ра- 
tógenos potenciales, 5. aureus está mucho más asociado con 
la producción de enfermedades. Ambas especies aparecen 
сото parte de la biota bacteriana normal en la parte alta 
del tracto respiratorio y en la piel (Figura 26.2). 


y patogénesis 
Los estafilococos causan una importante variedad de en- 
fermedades incluyendo acné, forúnculos (Figura 26.23), 
granos, impétigo (Figura 26.4), neumonía, osteomielitis, 
carditis, meningitis y artritis. Muchas de estas enfermeda- 
des causan la producción de pus, por ello se dice que son 
supurativas o formadoras de pus, Los hábitat más habitua- 
les de Staphylococcus aureus son el tracto respiratorio su- 
perior, especialmente la nariz, la garganta y la superficie de 
la piel. Muchos individuos sanos son portadores y en mu- 
chos casos los estafilococos residentes no causan enfer- 
medad. No obstante los recién nacidos muchas veces son 
infectados durante la primera semana de vida por su та 
dre о por otro contacto humano próximo, Infecciones esta- 
filocócicas serias también tienen lugar cuando la resistencia 
del hospedador está deteriorada debido a cambios hor- 
monales, otras enfermedades, heridas o tratamiento con 
esteroides, u otros fármacos que comprometen el sistema 
inmunitario. 

Las cepas de 5. aureus que causan enfermedades pro- 
ducen una serie de enzimas o toxinas extracelulares (Sec- 
ción 21.9). Al menos cuatro diferentes hemolisinas han sido 
reconocidas. La producción de hemolisisnas es respon- 
sable de la hemólisis que se aprecia alrededor de las co- 
lonias creciendo en placas de agar sangre, 5, aureus es 
capaz de producir una enterotoxina asociada con enferme- 
dades transmitidas por los alimentos (Secciones 21.9, 22.14 
y 294). 


Liberación 
¿de pus 


ШЕПТЕ] с... ө» wn torino (a Los өмайососов inician una кйсй localizada апа рагу за acantonar a avis ПЕ ЗС 


las fibrinas por la acción de la coagulasa. (b) La ruptura del forúnculo libera pus y bacterias. 
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Otra sustancia producida рог 5. aureus es la coogulasa 
una enzima que produce la coagulación de la fibrina for- 
mando un coágulo (Sección 21.8). La producción de coa- 
gulasa es generalmente asociada con la patogeneidad. Los 
coágulos inducidos por la cosgulasa dan lugar a la acu- 
mulación de fibrina alrededor de las bacterias haciendo 
muy difícil el contacto de los agentes inmunitarios del 
hospedador con las células bacterianas y por tanto hace a 
los estafilococos resistentes a la fagocitosis (Figura 26.23). 
La mayoría de las cepas de 5, aureus también producen 
leucocidina, que produce la destrucción de los leucocitos. 
La producción de leucocidina en lesiones de la piel, tales 
сото quemaduras o granos resultan en una considerable 
destrucción de células, siendo uno de los factores res- 
ponsables de la formación de pus (Figura 26.23). Algunas 
сера» de 5, aureus también producen otros factores de 
rulencia extracelulares incluyendo enzimas proteolíticas, 
hiajuronidasa, fibrinolisina, lipasa, ribonucleasa y des- 
oxiribonucleasa. 

Ciertas cepas de S. aureus han sido descritas como las 
responsables del síndrome de shock tóxico (TSS), una se- 
ria manifestación de la infección por estafilococos carac- 
terizada por fiebre alta, erupciones cutáneas, vómitos, 
diarrea y ocasionalmente la muerte. El shock tóxico se vio 
рог primera vez en mujeres con menstruación asociado al 
uso de tampones, En mujeres con menstruación, la sangre 
y el mucus de la vagina puede ser colonizado por 5. aureus 
hemolíticos provenientes de la piel; la presencia del tam- 
роп concentra el material que puede ser sustrato para el 
crecimiento de la bacteria, creando unas condiciones idea- 
les para el crecimiento del microorganismo. Gracias a la 
modificación de los materiales empleados en la construc- 
ción de los tampones así como а la educación, el shock tô- 
xico debido a los tampones es actualmente muy raro. No 
obstante el síndrome de shock tóxico es aún frecuente, tan- 
to en hombres como en mujeres, como resultado de infec- 
ciones por estafilococos después de una operación de 
cirugía. 

Los síntomas del TSS son el resultado indirecto de una 
exotoxina llamada toxina del síndrome de shock tóxico (TSST). 
TSST es un superantigeno (véase Sección 22.14). La toxina 
del shock tóxico es liberada por los estafilococos, causando 
una masiva reacción de las células Т que da lugar a la res- 
puesta inflamatoria típica de las reacciones frente a los 
superantígenos. Una reacción similar a la TSS puede ser 
también determinada por diferentes superantígenos y bac- 
terias, incluyendo Streptococcus pyogenes (véase Sección 294). 

La enterotoxina A de los estañilococos es también un su- 
perantígeno y determina una forma de envenenamiento 
alimenticio. Presumiblemente, después de ingerir alimen- 
tos contaminados con la toxina, ésta estimula la respuesta 
delas células Т, producción de intermediarios y aumento en 
la permeabilidad intestinal. El síntoma final es una severa 
pero corta diarrea y vómitos (uénse Sección 294), 


Tratamiento y prevención 

El extensivo uso de los antibióticos ha tenido como con- 
secuencia en la selección natural de cepas resistentes de 
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Infec- 
ciones hospitalarias (nosocomiales) con estafilococos re- 


sistentes a antibióticos ocurren a menudo en pacientes 
cuya resistencia se encuentra disminuida debido a otras 
enfermedades, procesos quirúrgicos, o terapias con me- 
dicamentos (Sección 25.7). Los pacientes, a menudo, son 
contagiados por el personal del hospital que es portador 
asintomático de cepas resistentes a antibióticos, Por todo 
ello las terapias con antibióticos para las infecciones con 
S. aureus son problemáticas. Aunque algunas infecciones 
son tratables con penicilina, aislados de 5. aureus produc 
tores de enfermedades deben ser individualemente testa- 
dos para saber su sensibilidad a los distintos antibióticos 
(Sección 243). 

La prevención de las infecciones por estafilococos es 
también problemática ya que muchos individuos son por- 
tadores asintomáticos, y algunas enfermedades, como el 
acné, se pueden contagiar por el simple contacto con de- 
dos infectados. En ambientes hospitalarios tales como qui- 
rófanos o guarderías los portadores de cepas patógenas 
conocidas deben ser excluidos o tratados con antimicro- 
bianos tópicos o sistémicos para erradicar el estado de por- 
tador. 


/__26.9 Revisión de conceptos 


Auque los estaflococos son habitantes inocuos de los tractos 

respiratorios superiores y de la piel, pueden producir diversas 

entermedades serias, incluyendo aquellas causadas por las t 

xinas de los estafilococos que funcionan а modo de superant- 

penas 

Y ¿Cuál es el hábitat normal de S. aureus? ¿Cómo se contagia 
S. aureus de persona a persona? 

е. Enumere las enfermedades causadas por la infección con 
estafilococos. 


| 2.1 evt y ias ciceras 


Helicobacter pylori fue identificado a partir de biopsias in- 
testinales humanas en 1983, Este organismo es un patóge- 
no asociado con gastritis, úlceras y cánceres gástricos, 


Biología 

Helicobacter pylori es un bacteria con forma espiral, Gram 
negativa, muy móvil y relacionada con Campylobacter (ván 
se Sección 29,8). Mide de 25 а 3,5 ит de largo y de 05а 
10 ¡um de diámetro y tiene entre uno y seis flagelos pola- 
res en un extremo, H. pylori coloniza las mucosas no secre- 
toras de ácido del estomago y de la parte alta del tracto 
intestinal, incluyendo el duodeno (véase Sección 21,4). 


Epidemiología 

Más del 80% de los pacientes con úlcera gástrica están ade 
más infectados por H. pylori y más del 50% de adultos asin- 
tomáticos en países desarrollados están infectados de forma 
crónica, El modo de transmisión no ha sido del todo def 
nido, pero existen evidencias que sugieren una transmisión. 
persona a persona у por ingesta de comida о agua contà- 
minada. Aunque no se conoce un reservorio animal рага 
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Н. pylori, este organismo ha sido aíslado a partir de gatos 
mantenidos como mascotas indicando que ha podido ser 
esparcido desde o hasta los animales por el contacto cerca- 
то con los humanos. Hay determinadas familias con un 
alto índice de miembros infectados, y la incidencia total au- 
menta con la edad. Estos factores indican una transmisión 
hospedador-hospedador (véanse Secciones 25.3, 254 y 25.5). 
Ко obstante infecciones con H. pylori a veces aparecen como 
epidemias sugiriendo un origen común como puede ser la 
comida o el agua. 

Estudios epidemiológicos indican que las gastritis cró- 
nicas debidas a infecciones por H. pylori no tratadas pueden 
determinar la aparición de cánceres gástricos. 


а 
Helicobacter pylori es moderadamente invasivo, coloniza la 
superficid de la mucosa gástrica. El microorganismo se pro- 
tege de los efectos de los ácidos estomacales gracias a la 
propia capa de mucus gástrico. Después de la colonización 
па combinación entre la producción de sustancias pató- 
genas y la propia respuesta del hospedador produce infla- 
mación, destrucción de tejido y ulceración. Los productos 
patógenos tales como тис (una citotoxina; véase Tabla 21.4), 
ureasa y lipopolisacárido pueden contribuir a la destruc- 
ción localizada de tejido y a la ulceración. Anticuerpos fren- 
te a Н. pylori están habitualmente presentes en individuos 
afectados, pero no son protectivos y no previenen la colo- 
nización. Individuos que adquieren Н. pylori tienden a te- 
ner infecciones crónicas a no ser que sean tratados con 
antibióticos. 


Diagnóstico 

El diagnóstico definitivo necesita del aislamiento, cultivo 
y observación de Helicobcter pylori de una biopsia de úlce- 
та, Anticuerpos séricos indican la infección por H. pylori, 
pero dado que las infecciones suelen ser crónicas y los an- 
ticuerpos pueden persistir durante meses después de una 
infección (vénse Sección 24.7), los anticuerpos frente a Н. 
pylori no son indicadores fiables de enfermedad activa y 
aguda 


Tratamiento = 

Pruebas de la asociación causal entre Helicobacter pylori у 
muchas úlceras gástricas vienen de los tratamientos de la 
enfermedad con antibióticos. Tratamientos a largo plazo 
con preparaciones antiácidas han dado éxito, aunque la 
mayoría de los pacientes ha recaído en el siguiente año. Sin 
embargo el tratamiento de las úlceras como una enferme- 


Hepatitis А Heputoviras (НАУ) RNA me polaridad positiva 
Hepatitis Bb Orilotopadnaviras (HBV) DNASE 

Hepatitis C Неюкйнтеє(НСУ)ЕМАтс polaridad positiva 
Hepatitis О Delicias (HDV) RNAwe polaridad negativa 
Hepatiis E Familia Calciviridae (HEV) RNAme polaridad positiva 
Hepatitis G Familia Flaviviridae (HGV) RN me polaridad positiva 


dad infecciosa, ha hecho posible la cura permanente de la 
misma. 

El tratamiento de las infecciones de Н. pylori habitual- 
mente consiste en una combinación de fármacos que inclu- 
уе metranidazol, un segundo antibiótico como la tetraciclina 
о la amoxicilina y una preparación antiácida que contenga 
bismuto. El tratamiento combinado, mantenido durante 14 
días, elimina la infección de H. pylori y determina una cu- 
ración duradera de las úlceras. 

Aunque la relación causal entre la infección por H. pylo- 
ri y las úlceras no ha sido inequívocamente establecida, 
existen evidencias que acusan а Н. pylori сото el principal 
agente causante de la mayoría de las úlceras gástricas. 
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Las infecciones por Helicobuter pylori aparecen cómo la más co- 
mün causa de la úlceras gástricas, El tratamiento de las úlceras 
gástricas actualmente incluye antibióticos, los cuales parecen 
determinar la curación permanente. 


«е Describa la infección por H. pylori y cómo ésta determina lo 
aparición de una úlcera. 

4 ¿Cómo se pueden curar de forma permanente las úlceras 
producidas por Н. pylori? 

Y Describa las evidencias que indican que las infecciones pro- 
ducidas por Н. pylori se transmiten de persona a persona. 


ЕЖЦ Virus que producen hepatitis 


La hepatitis es una inflamación del hígado comúnmente 
causada por un agente infeccioso. La hepatitis puede dar 
lugar a una patología aguda que determine la destrucción 
de la funcionalidad del hígado, condición conocida como ei- 
rrosis. La hepatitis debida a una causa infecciosa puede 
causar enfermedad aguda o crónica y algunas formas pue- 
den llegar a determinar cáncer de higado. Aunque muchos 
virus y algunas bacterias pueden causar hepatitis, sola- 
mente un grupo reducido de virus es el que más frecuen- 
temente determina esta patología hepática. 


Biología y epidemiología 
Los virus que producen hepatitis son un grupo muy di- 
verso. En la Tabla 26,1 se muestran los cinco virus conoci- 
dos causantes de hepatitis. Ninguno de estos virus está 
relacionado con los otros, pero todos infectan células del 
higado causando diferentes formas de hepatitis. 


s Aguda. анна 
s Aguda, crònica, oncogénica Parenteral, sexuat 
No Crónica, Parenteral 
No Fulminante, sólo con HBV Parenteral 
No Enfermedad fulminante en embarazadas — Entérica 
No Asintomática Parenteral 
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El virus de la hepatitis A (HAV) se transmite de per- 
sona a persona, o por ingesta de comida o agua que ha 
estado en contacto con restos fecales infectados. El virus 
frecuentemente produce infecciones suaves, incluso de 
carácter subclînico y raramente aparecen casos de daño 
severo del higado. Los transmisores más importantes de 
la hepatitis A son los bivalvos, generalmente ostras y al- 
mejas almacenadas con agua contaminada con restos fe- 
cales humanos. Aunque la evolución en el número de 
casos de НАУ esta disminuyendo (Figura 26.24), parcial- 
mente debido a la disponibilidad de una vacuna efecti- 
va, hubo más de 17 000 casos de infecciones y 114 muertes 
atribuidas al HAY en 1999 en los Estados Unidos, НАУ 
produce más casos de hepatitis vírica que cualquier otro 
de los virus. 

La infección debida al virus de la hepatitis В (HBV) se 
conoce a menudo como hepatitis sérica, En la Figura 26.25 
se muestra una partícula completa del virus (ОМА de do- 
ble cadena) llamada partícula Dane, HBV causa una pato- 
logía aguda y a menudo severa, que puede determinar el 
fallo hepático y la muerte. La infección crónica con НВУ 
puede producir cirrosis y cáncer de hígado. El HBV se 
transmite generalmente por vía parenteral: transfusiones 
de sangre o agujas infectadas con sangre contaminada. El 
HBV también se puede transmitir por el intercambio de 
fluidos corporales, como es el caso de los contactos sexua- 
les, El número de nuevos casos de infección por HBV está 
disminuyendo, de nuevo debido а la existencia de una va- 
cuna efectiva, pero en 1999 hubo casi 8000 nuevos casos 
de НВУ y más de 1000 muertes en los Estados Unidos. 
virus de la hepatitis D (HDV) es un virus defectivo que 

de genes para su propia cápsida. НОУ se transmite 

por la vía parenteral, pero como es un virus de- 
fectivo, no puede replicarse ni expresarse como un virus 
completo a no ser que la célula se halle también infectada 
con el virus HBV: el HDV genoma se replica y usa la pro- 
teína de la capsida del НВУ para encapsidarse. Así pues las 
infecciones con НОУ son siempre concomitantes con las in- 
fecciones con НВУ. 


— Hepatitis A — 
зо ——— нерамев 
— Hepatitis C. D. Ey G 
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El virus de la hepatitis С (HCV) también se transmite 
parenteralmente, HCV normalmente produce, en primera 
instancia, una enfermedad ligera o asintomática que evolu- 
ciona a hepatitis crónica en más del 85% de los individuos 
infectados, y más de un 20% desarrollan enfermedades he- 
Páticas crónicas y cirrosis. La enfermedad crónica determi- 
na la aparición de hepatocarcinomas en el 3-5% de los 
infectados cada año, El periodo de latencia para la apari- 
ción de un cáncer puede ser de varias décadas desde la in- 
fección primaria. En 1999 hubo alrededor de 2500 nuevos 
casos de HCV en los Estados Unidos y, prácticamente, se 
producen tantas muertes a causa del HCV como casos de 
infecciones que devienen en cánceres de higado. La enfer- 
medades hepáticas producidas por el HCV son las afeccio- 
nes hepáticas más comunes y dan cuenta del 40% de las 
25 000 muertes debidas a enfermedades hepáticas y cirro- 
sis en los Estados Unidos. 

El virus de la hepatitis E (HEV) se transmite a través de 
la vía entérica, El HEV produce una aguda, auto-limitante 
hepatitis que varía en severidad dependiendo de los casos, 
pero es la causa de afección fulminante en mujeres emba- 
razadas. HEV es endémico de Méjico y de las regiones tro 
picales y subtropicales de África y Asia. 

El virus de la hepatitis G (HGV) se encuentra habitual- 
mente en la sangre de pacientes con otro tipo de hepatitis 
aguda, y el HGV por sí solo, únicamente es capaz de саш- 
sar infecciones muy ligeras o es completamente asintomá- 
tico, El 8,1% de voluntarios donantes de sangre fueron 
positivos frente al HGV, pero la significación de este resul- 
tado no es clara ya que el HGV по se puede asociar con nin- 
guna manifestación clínica. 


La hepatitis es una enfermedad aguda del hígado, Los 
intomas incluyen fiebre, ictericia (producción y libera- 
¡ón de grandes cantidades de bilirrubina por el hígado 
debido a la destrucción de los hepatocitos y dando lugar 
а un amarilleamiento de la piel y los ojos), hepatomegalia 
(agrandamiento del hígado) y cirrosis (destrucción de la 


| Figura 25.25 AAA Las fechas паат a 


particula completa del HBV, el cual tiene alrededor de 42 nm de did 
metro y es conocida como la particula Dane. 
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arquitectura normal del higado y fibrosis). Episodios de 
hepatitis ligera puede caracterizarse por un relativo in- 
cremento de las enzimas hepáticas tales como alanina- 
aminotransferasa (ALT). Los casos fulminantes de la 
enfermedad se caracterizan por la aparición rápida de 
síntomas severos como ictericia y cirrosis, y es a menudo 
una condición que compromete la vida. Los distintos vi- 
rus que producen la hepatitis causan similares manifes- 
taciones clínicas y no pueden ser diferenciados por este 
aspecto, Las infecciones hepáticas crónicas, habitualmente 
causadas рог НВУ o HCV, a menudo son asintomáticas о 
causan una ligera sintomatología pero pueden causar en- 
fermedades hepáticas serías, incluso sin contar con el Jie- 
patocarcinoma (cáncer de hígado). 


о 
El diagnóstico de la hepatitis se basa primeramente en los 
síntomas clínicos y en las pruebas de laboratorio que de- 
terminan la funcionalidad del higado. La cirrosis se diag; 
nostica por examen visual o por estudio de biopsias del 
hígado. 

Existen también numerosos ensayos específicos de cada 
virus раға confirmar el diagnóstico, identificación del agen- 
te infeccioso y determinación de un tratamiento apropia- 
Чо, El cultivo directo de los virus que producen hepatitis по 
зе usa con fines identificativos, HCV y HGV по han podi 
do ser mantenidos en cultivo. 

Algunos de los métodos más ampliamente empleados 
para determinar el tipo de hepatitis son inmunoensayos 
соп enzimas unidas (ELA) (Sección 24,11). La mayoría de 
las pruebas ELA han sido diseñadas para identificar las pro- 
teínas víricas en la sangre de pacientes. También existen 
tests para indicar la presencia de anticuerpos IgM o IgG 
frente al HBV. La IgM se asocia con la respuesta primaria 
frente a la infección рог НВУ, e IgG se asocia con la res- 
puesta secundaria frente a НВУ. Además la identificación 
Че la clase del anticuerpo puede indicar si se está, o no, ante 
una infección primaria por FBV (IgM) o si la respuesta es 
frente a una infección crónica o latente (IgG) (vésse Sección 
229), Otras pruebas basadas en tests inmunológicos utili- 
zados рага la detección de virus de la hepatitis incluyen in- 
munoblots (véase Sección 24.9) e inmunofluorescencia (ise 
Sección 24,10), a 

Las pruebas basadas en PCR o hibridación DNA-DNA 
del tipo dot-blot (véase Sección 24.13) también se emplean 
рага la detección del genoma vírico en la sangre o en el te- 
fido hepático obtenido a través de una biopsia (тёзе Sec- 
ción 24.13). 


Prevención y tratamiento 

La infección con HAV o HBV puede prevenirse gracias a la 
existencia de vacunas efectivas. La vacunación frente a HBV 
se recomienda y en muchos casos es requerida para niños 
en edad escolar en los Estados Unidos (Sección 2211). No 
se dispone de vacunas efectivas para el resto de virus pro- 
ductores de hepatitis. 

«Precauciones Universales» para prevenir las infec- 
ciones transmitidas por la sangre están recogidas por las 
leyes y están destinadas a la protección frente al HBV y el 
virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (HIV) 


(Sección 24.4). Estos estándares ordenan precauciones para 
el personal que maneja residuos o fluidos corporales in- 
fectados y han sido diseñados para prevenir todas las 
hepatitis transmitidas por vía parenteral (HBV.HCV, HDV 
y HGV). Las precauciones indican un elevado nivel de vi- 
gilancia y procedimientos asépticos cuando se trata con 
pacientes, fluidos corporales о deshechos potencialente 
infectados. 

Debido a que la hepatitis A se puede contagiar debi- 
do a la contaminación de fuentes comunes de alimentos 
y agua, grandes brotes epidémicos de hepatitis A se pue- 
Чеп evitar conservando las fuentes de alimentos y agua 
libres de estos patógenos (véanse Capítulo 28 y Capitu- 
1029) 

El tratamiento post-exposición de la hepatitis es algu- 
nas veces exitoso. Inmunoglobulinas humanas pueden 
usarse para prevenir la infección por НАУ si son admi- 
nistrados después de la exposición. Para prevención post- 
exposición de la infección por НВУ, inmunoglobulinas 
específicas frente a la hepatitis B junto con la administra- 
ción de la vacuna, han demostrado ser efectivas (véase 
Sección 22.11). 

A pesar de que la mayoría de los tratamientos frente a 
la hepatitis son conservadores, es decir, proporcionan des- 
canso y tiempo al higado dañado para reparaso, algunos 
fármacos antivíricos son efectivos (véase Sección 20.10). In- 
terferón ог es efectivo frente a HCV cuando se administra 
еп combinación con ribavirina en algunos pacientes, HBV 
puede tratarse con foscarnet, ribavirina, lamivudina о gan- 
ciclovir. 


/__ 26.11 Revisión de conceptos 


Las hepatitis causadas por virus pueden producir entermedades 
hepáticas muy serias. Hay vacunas disponibles frente al virus de 
la hepatitis А y B. La incidencia de la hepatitis ha disminuido de 
forma significativa en los últimos 20 años en los Estados Unidos, 
pero la hepatitis vírica es todavia una importante enfermedad 
infecciosa y un gran problema de salud pública debido a gran 
Capacidad infectiva de los virus. 


4 Describa el modo de transmisión de la hepatitis A, By С. 
Z Describa los métodos para la prevención y tratamiento de la 
hepatitis A y B. 


ENFERMEDADES 
DE TRANSMISIÓN SEXUAL 


Diferentes patógenos humanos de gran importancia se 
transmiten, casi exclusivamente, por contacto sexual. Las 
enfermedades causadas por estos patógenos se conocen 
сото enfermedades de transmisión sexual, ETS. 

Las ETSs o enfermedades venéreas son causadas por una 
amplía variedad de bacterias, virus, protozoos e incluso 
hongos (Tabla 26.2). A diferencia de los patógenos respi 
torios que son constantemente, y en grandes cantidades, 
esparcidos por el aire por los individuos infectados; los pa- 
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Gonorrea 
Sifilis 
Infecciones por Chlamydia trachomatis 
Uretritis по gonocócica 


Lipogranuloma venéreo 


Chaneroide 

Herpes genital Herpes simples tipo 2 (V) 

Verrugas genitales Virus del popiloma (algunas. 
especies) 

Tricomoniasis Tricomonas vaginalis (P) 

SIDA Virus de inmunodeficiencia 
humana (VIH) 


Enfermedad inflamatoria pélvica 


Candidiasis vulvovaginal Candida albicans (H) 


bacterias; V, virus: protozoos: М, hongos: 


N gonorrhoeae (B) o С. trachomatis (В) 


Cefixima о ceftriaxona, y azitromicina o doxiciclina 
Benzatina y penicillina G 
Dexiciclina o azitromicina 

Azitromicina 


Doxiiclina 

Azitromicina 

Sin cura conocida, los síntomas pueden ser controlados 
con la aplicación tópica de aciciovir (Figura 2632) 

Sin cura conocida, verrugas asintomáticas pueden ser 
eliminadas quirúrgica o químicamente, о por crioterapla 

Metronidazol 

Sin cura conocida, análogas a nucleótidos, inhibidores de 
proteasas, inhibidores no nucleósidos de la transcriptasa 
Inversa (обе Tabla 26.3) 

Cefotefan 

Butoconazol 
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un aceptable numero de alternativas 


tógenos de transmisión sexual se encuentran solo general- 
mente en los fluidos sanguíneos que se intercambian du- 
rante la actividad sexual. Esto es así porque estos patógenos 
son muy sensibles a la desecación y a otras condiciones am- 
bientales tales como el calor o la luz. Su hábitat, el tracto 
genitourinario humano, es un medio protegido y con la hu- 
medad necesaria. Por todo ello estos organismos colonizan 
preferentemente, y en algunos casos exclusivamente, el trac- 
to genitourinario. 

El diagnóstico y tratamignto efectivos de las ETSs se ve 
muy dificultado por razones sociales y biológicas. Primero, 
más de un tercio de las ETSs son padecidas por jóvenes con 
múltiples parejas; es difícil definir y detener las fuentes y la 
distribución de la enfermedad. Segundo, muchas ETSs ma- 
nifiestan síntomas menores y los individuos infectados по 
buscan tratamiento. Tercero, estigmas sociales de 
las ESTs hacen que muchos individuos no busquen гарі- 
damente un tratamiento para su infección. Sin embargo un 
rápido y efectivo tratamiento para las ETSs es deseable por 
una serie de razones, Primera, la mayoría de las ETSs se cu- 
ran y prácticamente todas se pueden controlar con el trata- 
miento médico apropiado. Segunda, el retraso o la ausencia 
de tratamiento puede producir problemas a largo plazo 
como infertilidad, cáncer, enfermedades del corazón, en- 
fermedades nerviosas degenerativas, defectos en el feto o 
muerte del mismo. 

Debido a que la transmisión de las ETSs se limita a un 
contacto físico íntimo, generalmente durante el curso de 
una relación sexual, la expansión de las enfermedades ve- 
néreas se puede controlar mediante la abstinencia sexual 
(ausencia de intercambio de fluidos corporales) o por el uso 
de barreras tales como los preservativos que evitan dicho 
intercambio de fluidos durante las relaciones sexuales. 


Las ETSs siguen siendo muy comunes y generando 
grandes problemas tanto médicos como sociales. Vamos a 
centrarnos en este apartado en la discusión de algunas de 
las ETSs de mayor incidencia. 


ЕЖЕ отау ать 


Tanto la gonorrea como la sífilis son ETSs bacterianas рге- 
venibles y tratables. Debido a sus diferencias en los sinto- 
mas, la incidencia de ambas es bastante diferente. La 
gonorrea presenta una alta incidencia y sus síntomas son, 
a menudo, muy suaves o inaparentes, especialmente en las 
mujeres. Como resultado el padecimiento de la enferme- 
dad muchas veces no es conocido y por ello no es tratada. 
La sifilis, sin embargo, actualmente presenta baja inciden: 
да. Esto es así, en parte, por que la sifilis habitualmente ex- 
hibe síntomas muy obvios y los individuos infectados 
buscan tratamiento (Figura 26,26). 


Gonorrea 
Neisseria gonorrhoeae, а menudo conocida como gonococo, 
causa la gonorrea. N. gonorrhoeae es un diplococo, Gram ne- 
gativo, по.  aerobio estricto, oxidasa positivo y 
encapsulado (oézse Sección 12.10) relacionado bioquímica y 
filogenéticamente con Neisseria meningitidis (véase Sección 
26.6). N. gonorrhoeae es muy sensible a la desecación y nor- 
malmente no es capaz de sobrevivir fuera de las membra- 
nas mucosas del tracto genitourinario (Figura 26.27). Los 
gonococos son rápidamente eliminados por desecación, luz 
solar y luz ultravioleta. 

Debido а su extrema sensibilidad a las condiciones am- 
bientales, N. gonorrhoeae únicamente puede transmitirse рог. 
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la tendencia a disminuir después de la introducción de los antibióticos y la tendencia a aumentar la gonorrea después de la intro- 


ducción de las pidoras anticonceptivas, En 1999 hubo más de 360 000 casos de gonorrea y solo alrededor de 6600 casos de siii. 


contacto íntimo persona a persona. El patógeno entra en el 
cuerpo a través de las membranas mucosas del tracto ge- 
nitourinario. 

Los síntomas de la gonorrea son bastante diferentes en 
el hombre y en la mujer. La gonorrea femenina se caracte- 
riza por una ligera vaginitis difícil de diferenciar de las va- 
ginitis producidas por otros organismos, y la infección 
puede fácilmente pasar inadvertida; en el hombre, sin em- 
bargo, el microorganismo causa una dolorosa infección de 
la uretra (Fígura 21.11). Complicaciones producidas por una 
gonorrea no tratada incluyen la enfermedad pélvica infla- 


Porcentaje de copas de N. gonorrhoeae 
productoras de penicilina 
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matoria y daño de las válvulas del corazón y tejidos con- 
juntivos. 

Además de gonorrea, este microorganismo también cau- 
sa infecciones en los recién nacidos, Niños nacidos de ma- 
гез infectadas pueden adquirir infecciones en los ojos 
durante el nacimiento, Por ello, generalmente se adminis- 
tra a los recién nacidos eritromicina para prevenir la infe 
ción. Ya se discutió la microbiología clínica y la diagnosis de 
la gonorrea en la Sección 24.1. 

El tratamiento de la gonorrea con penicilina ha sido 
muy efectivo en el pasado; sin embargo cepas de М. go- 


1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 
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El agente etiológico de la gonorrea, Neisseria gonorrhoeae, y la incidencia en la producción de penicilnasa en este organismo. 
(a) Micrografía de barrido de las microvelosidades de la mucosa de la trompa de Falopio; se muestra como las células de N. gonorrhoeae se unen 
Ala superficie de las células epiteliales. Nótese la diferente morfología de los diplococos. Las células de А. gonorrhoeae miden alrededor de 0,8 
jm de diámetro. (b) Casos recogidos de N. gonorrhoeae productoras de peniciinasa (PPNG) en los Estados Unidos. Nótese el rápido aumento 
en la resistencia. Сото resultado, la penicilina по se usa como tratamiento de la gonorrea (véase Tabla 26.2 para los actuales tratamientos). 
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norrhoeae resistentes a penicilina aparecieron durante los 
años 70 (Figura 26.270), y actualmente están ampliamen- 
te extendidas. Esta resistencia es debida a la presencia de 
un plásmido que codifica a la penicilinasa. En los Estados 
Unidos más del 8% de los aislados clínicos son cepas pro- 
ductoras de penicilinasa. Afortunadamente la mayoría de 
las cepas productoras de penicilinasa responden a tera- 
pias con antibióticos alternativos, con una sola dosis de 
cefixima о ceftrixona, Azitromicina o doxiciclina son ad- 
ministradas habitualmente al mismo tiempo уа que son 
agentes efectivos frente a las infecciones por Chlamydia tra- 
chomatis, organismo muy difícil de diagnosticar pero que 
aparece asociado al 50% de los casos de gonorrea (Tabla 
262), 

А pesar de la facilidad con que se puede curar la 
rrea, la iı fección por gonococos se man- 
tiene relativamente alta. Las razones son triples. (1) No 
existe inmunidad adquirida; por tanto es posible la rein- 
fección (по se sabe sí esto es debido a la ausencia de in 
munidad local о a que se conocen al menos 16 diferentes 
serotipos de N. gonorrhoeae). (2) El uso de contraceptivos 
orales altera el ambiente de la mucosa a favor del ра 
по, Los anticonceptivos orales hacen que el cuerpo mime 
Чсе un estado de embarazo, lo que resulta, entro otras 
cosas, en la ausencia en la producción de glicógeno por la 
vagina y un pH de la misma. En la vagi 
adultos normalmente se encuentran bacterias lácticas (Se 


idencia de la 


ción 21.5) las cuales bajo estas circustancias soi 


¡capaces 
de producir ácido láctico lo cual facilita la colonizaci 
N. gonorrhocue desde un individuo infectado. (3) Los sí 
тав en la mujer son tan ligeros que la enfermedad puede 
pasar inadvertida, y una mujer infectada promiscua puede 
servir como reservorio para la infección de muchos Һот 
bres, La enfermedad puede ser controlada si las personas 
que han mantenido co» sonas infec 
tadas son rápidamente identificadas y tratadas, pero a me- 
nudo es dificil obtener esta información y más difícil aún 
concretar un tratamiento. * 


jactos sexuales con р 


sitin 
La sífilis es causada por una espiroqueta, Treponema palli 
dum. Т. pallidum mide alrededor de 10-15 ит de longitud y 
entorno а 0,15 um de diámetro (Figura 26.28). T” Pallidum es 
extremadamente sensible al stress ambiental como la dese 
cación, calor o luz y es normalmente transmitido de perso 
па a persona por contacto sexual. 

La sífilis transmitida por contacto sexual es potencial 
mente mucho más seria que la gonorrea, pero debido a 
sus diferencias en patobiología, la incidencia de la sifilis en 
los Estados Unidos se ha reducido mucho más desde la 
introducción de una terapia antibiótica efectiva (Figura 
26.26) 

La sífilis exhibe síntomas variables. El organismo no 
pasa a través de la piel intacta, y la infección inicial pro- 
bablemente tiene lugar a través de pequeñas roturas en la 
capa epidérmica. En los hombres, la infección inicial es ha~ 
bitualmente en el pene; en las mujeres es más frecuente en 
la vagina, cuello del útero o región perineal. En alrededor 
del 10% de los casos la infección es extragenital, habitual- 
mente en la región oral. Durante el embarazo, el microor- 
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де campo oscuro de un exudado. Las células de Т. pallidum miden 
0.15 um de ancha y 10-15 ym de largo. (b) Micrografia electrónica de 
una célula de T. Palkctur. Notose los endoflagelos (famentos axiales) 
tipicos de las espiroquetas (ивазе Sección 25:3) 


то se puede transmitir de la madre infectada al feto; 
la enfermedad así adquirida por un niño se llama sífilis 
congénita. Т. pallidum se multiplica en el sítio inicial de 
entrada y las lesiones características que produce, entre 2 
semanas y 2 meses) se las conoce con el nombre de chan: 
cro duro (Figura 26.29). La microscopía de campo oscura 
de un exudado de chancro, a menudo revela las espiro- 
quetas moviéndose (Figura 26.280). En la mayoría de los 
casos el chancro se cura espontáneamente y el microorga- 
nismo abandona esa zona, Algunas células, sin embargo, 
se esparcen desde el sitio inicial de la infección a distintas 
partes del cuerpo tales como membranas mucosas, ojos, 
tejido conectivo, huesos o el sistema nervioso central ocu- 
rriendo una extensión multiplicación. A menudo ocurre: 
una reacción de hipersensiblilidad frente al treponema que 
determina una erupción en la piel; el cual es síntoma de 
la infección secundaria. En este momento el paciente es 
muy infeccioso, pero el microorganismo suele desapare- 
cer de las lesiones secundarias y la capacidad infectiva 
desapareo 

El siguiente estadio de la enfermedad cuando no se ha 
tratado es muy variable. Alrededor del 25% de los indiv 
duos infectados parecen curarse como demuestra la bajada 
en el título de anticuerpos, otro 25% no vuelve a mostrar 
síntoma alguno aunque persiste una demostrable infección, 
sugerido por el aumentado título de sus anticuerpos. En al 
rededor de la mitad de los pacientes la enfermedad entra 
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еп una tercera fase, con síntomas que van desde relativa- 
mente ligeran infecciones de la piel y los huesos, hasta in- 
fecciones muy serias o fatales del sistema cardiovascular о 
nervioso central, La fase más sería de la enfermedad es cuan- 
Чо afecta al sistema nervioso central ya que puede producir 
una parálisis generalizada u otros severos daños neuroló. 

gicos, En la fase terciaria hay muy pocos microorganismos 
y la mayoría de los síntomas puede deberse a una hiper 

sensiblidad retardada (véanse Secciones 227 y 22.13) frente 
a las espiroquetas. 

Ya explicamos la inmunología clínica y la microbio 
logía así como la diagnosis de este organismo en la Sec 
ción 24.1, El signo más importante de infección primaria, 
el chancro, es también una prueba diagnóstica de la en 
fermedad. Las personas infectadas generalmente buscan 
tratamiento para la sífilis debido a lo visible de estas le- 
siones. 

La penicilina es muy eTectiva en la terapia frente a la 
sífilis, y tanto las fases primara como secundaria de la in- 
fección se pueden controlar con una única dosis de ben 
тайпа pe G. En sífilis terciarias, el tratamiento con 
penicilina debe mantenerse durante más tiempo. La inc 
dencia de sífilis primaria y secundaria ha dSninuido sig- 
nificativamente en los Estados Unidos durante las dos 
últimas décadas y se encuentra actualmente en sus niveles 
más bajos. 


Y 26.12 Revisión de conceptos 


La gonorrea y la sífilis, causadas por Neisseria gonorrhoene y tre- 
ponema pallidum respectivamente, son ETSs con consecuencias 
potencialmente serias si no son convenientemente tratadas. La 
incidencia es aún de más de 300 000 casos de gonorrea y 6000 ca- 
sos de sífilis anuales en los Estados Unidos. 


Y Dé al menos una razón potencial de la alta incidencia de la 
gonorrea en comparación con la sifilis. 

Y Describa los tratamientos tanto para la gonorrea como para 
la sífilis. ¿Pueden estos tratamientos llegar a curar la enfer- 
medad? 


Lesiones primarias 
де la siflis. (a) Chancro en un labio. 
(5) Varios chancros en un pene. 


Chlamydia, herpes y tricomoniasis son importantes ETSs 
producidas por una bacteria, un virus y un protozoo. Estas 
enfermedades tienen una elevada incidencia en la pobla- 
ción y son mucho más difíciles de diagnosticar y tratar que 
la sifilis y la gonorre: 


Chlamydia 

Actualmente es una enfermedad reseñable (Tabla 25.4), un 
hospedador de síndromes transmitidos sexualmente pue- 
de ser adscrito a las infecciones por la bacteria intracelular 
obligada Chlamydia trachomatis (Figura 26.30 y Sección 
1228). La incidencia total de infecciones por С. trachomatis 
transmitidas por vía sexual probablemente supere con cre- 
ces а los casos de gonorrea. Pueden existir más de 3 millo- 
nes de casos nuevas de infecciones por С. trachomatis cada 
año, haciendo de este organismo el que presenta una ma- 
yor incidencia dentro de las enfermedades venéreas. C. tra- 
chomatis también causa una grave enfermedad en el ojo 
conocida como trachoma (Sección 12.28) pero las cepas de С. 
trachomatis responsables de las infecciones venéreas son di- 
ferentes de las que causan las infecciones en los ojos. Las 
infecciones por C. trachomatis pueden también transmitirse 
congénitamente al recién nacido causando conjuntivitis y 
neumonía. Por último, la infecciones por С. trachomatis es- 
tán implicadas en el desarrollo de placas en las arterias y e 
fermedades coronarias. 

La Uretritis chlamidial no gonocócica (NGU) es una de las 
enfermedades de transmisión sexual mas frecuentemente 
observadas hoy en día. C. trachomatis causa uretritis en hom- 
bres y uretritis, cervicitis y enfermedad pélvica inflamatoria 
еп mujeres. Tanto en hombres como en mujeres, son comu- 
nes las infecciones asintomáticas. En una pequeña propor- 
ción de casos, NGU producidos por С. trachomatis pueden 
desencadenar serias infecciones agudas, incluyendo infla- 
mación testicular y de la próstata en hombres, у daños en las 
trompas de Falopio en mujeres; las células de С. trachomatis 
se unen a las células de las microvellosidades de las trom- 
pas de Falopio, entrando en ellas, donde se multiplican y 
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3 tejidos de la trompa de Falopio humana. (a) Células unidas а las mi 


crovellosidades de la trompa de Falopio. (Б) Trompa de Falopio dañada conteniendo una célula de С. trachomatis (fecha) en la lesión. 


eventualmente las lisan (Figura 26.30), Infecciones no trata- 
das pueden dar lugar a infertilidad 

NGU debido a С. trachomatis es relativamente dificil de 
diagnosticar por los métodos tradicionales de aislamiento 

tificación. Actualmer а variedad de mé 
todos inmunológicos para detectar а C. trachomatis a partir 
de un frotis vaginal o pélvico o de los fluidos de dicha: 
as. Entre estas pruebas se incluyen 
nales fluorescentes y varios ensayos del tipo ELISA para 
detectar la presencia de antígenos de esta bacteria. Cuando 
se sospecha una infección por C. trachomatis, se inicia un 
atamiento con azitromicina o doxiciclina. La penicil 
es efectiva frente a С. trachomatis porque carece d 
doglicano, la diana de las penicilinas (véanse Secci 
y Tabla 262). 

Las NGU debidas a Chlamydia son encontradas fre- 
cuentemente como una infección secundaria asociada a la 
onorrea. Si ambos, №. gonorrhoeae y C. trachomatis son 
transmitidas por un mismo portador en un solo evento, 
el tratamiento de la gonorrea con cefíxima o ceftriaxona 
es exitoso pero no elimina a Chlamydia. Aunque curados 
de la gonorrea, estos pacientes están aun infectados co 
Chlamydia y eventualmente parece que sufren recurren: 
cias de gonorrea pero se trata de casos de NGU de chla- 
mydia. Por tanto las recomendaciones actuales son que 
además de tratar la gonorrea se le proporcione al pacien: 
te azitromicina o doxiciclina para tratar la posible coexis- 
tencia, habitualmente no diagnosticada, de la infección 
por C. trachomatis. 

El linfogranuloma venéreo es también una enfermedad de 
transmisión sexual causada por distintas C. trachomatis. La 
enfermedad, que afecta principalmente a hombres, consis- 
te en una hinchazón de los nódulos linfáticos en y alrede- 
dor dela ingle. Desde los nódulos infectados las células de 


nticuerpos т 


los tejidos del recto llamada proctitis, 
ıs potenciales complicaciones, al daño de los nó- 
dulos linf es y a la proctitis, el linfogranuloma 
venéreo es considerado como uno de los más serios sín- 
dromes de transmisión sexual determinados por С. tracho. 


pesvirus son grupo amplio del complejo grupo de 
los virus con DNA de doble cadena (oéase Sección 16.11), 
muchos de los cuales son patógenos humanos. Un sub- 
grupo de los herpesvirus, los virus del herpes simple son los 
responsables de las infecciones genitales y los herpes la: 
bi 


1 Herpes simple de tipo 1 (HSV-1) infecta a las 
ales principalmente alrededor de la boca y los 

6.31). HSV: 
directo o a través de la saliva, 
nfectar otras 
genitales. El 


células epite 
labios, causando calenturas y ampollas (Figura 
1 se distribuye vía contac 
HSV-1 puede, no obstant 
áreas del cuerpo incluyendo las regiones an 
periodo de incubación es corto (3 a 5 días) y las lesiones 
desaparecen sin tratamiento en 2 a 3 semanas. Reaparicio- 
nes de HSV-] son relativamente comunes, y se piensa que 
el virus se distribuye primariamente por el contacto con las 
lesiones infecciosas, Infecciones latentes de herpes son apa: 
rentemente muy comunes en las cuales el virus persiste en 
bajo número en los tejidos nerviosos. Recurrencias en los 
brotes de infección por herpes son debidos a periódicos 
desencadenamientos de la actividad del virus por causas 
desconocidas. 

Las infecciones del virus del herpes simple 2 (HSV-2) se 
asocian primeramente con las zonas ano-genitales, donde 
el virus causa dolorosas ampollas en el pene de los hombres 


ocasionalmente 
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лепалое transmitidos sexualmente: herpesvirus у Tricomonas. (a) Un caso severo de ampollas de herpes өп 


la cara debido a la infección con un virus del herpes simple de tipo 1. (b) Herpes genital debido a la infección del pene con virus del herpes de 


lipo 2. (с) Células de protozoo lagelado Tichimonas vaginal. 


m el útero, vulva о vagina de las mujeres (Figura 26.316). 
Las infecciones por HSV2 se transmiten por contacto se- 
xual directo siendo más fácil el contagio cuando las ampo- 
Паз son aparentes más que en los momentos en que éstas по 
aparecen (presumiblemente estados de latencia). HSV2 oca: 
sionalmente infecta otras partes del cuerpo tales como la 
membranas mucosas de la boca 

Los efectos a largo plazo de los herpes genitales no se co- 
nocen aun. Los herpes orales son muy comunes y aparen- 
temente no tienen efectos en el hospedador más allá de las 
ampollas orales, Sin embargo estudios epidemiológicos han 
demostrado una significante relación entre el herpes geni- 
tal y cáncer de útero en mujeres, Además HSV-2 se puede 
transmitir al recién nacido en el momento del nacimiento 
рог contacto con las lesiones del virus. La enfermedad en 
los recién nacidos varía desde infecciones latentes sin apa- 
rente daño hasta infecciones sistémicas que pueden desen- 
cadenar daño cerebral y la muerte. Para evitar el contagio 
del herpes a los recién nacidos se recomienda la cesárea en 
mujeres que padezcan infecciones de este tipo. 

Las infecciones genitales por herpes son actualmente in- 
curables, aunque un limitado número de fármacos han sido 
satisfactorios en el control de las fases de aparición de am- 
pollas, El análogo de la guanina aciclovir (Figura 2632), su- 
ministrado por vía oral o aplicado por vía tópica, es parti 
cularmente efectivo limitando el esparcimiento de los virus 
activos de las ampollas promoviendo la rápida curación de 
las mismas, El aciclovir específicamente interfiere con la 
DNA polimerasa de los herpesvirus, inhibiendo la replica- 
ción del DNA vírico. 


Tricomoniasis 

La uretritis no gonocócica puede ser también producida 
por la infección por el protozoo Trichomonas vaginalis (Fi 
gura 26.31c) Aunque mucho protozoos producen células 
quiescentes llamadas quistes, Т. vaginalis no los produce. La 
transmisión es de persona a persona, generalmente por con- 
tacto sexual. Las células de Т. vaginalis pueden vivir unas 
pocas horas fuera del cuerpo humano siempre que no su- 


fran desecación, por tanto la transmisión de T. vaginalis por 
contacto con asientos del lavabo, bancos de las saunas, y 
toallas ocurre ocasionalmente. Т. vaginalis infecta la vagina 
еп mujeres y la próstata y vesículas seminales en los Һот. 
bres, y la uretra tanto en hombres como en mujeres, 

Muchos casos de tricomoniasis son totalmente asinto- 
máticos en hombres. En mujeres la tricomoniasis se carac 
teriza por emisiones vaginales, vaginitis y dolor al orinar. 
La infección es más común en mujeres; hay sondeos qu 
indican que entre el 25-50% de las mujeres sexualmente ac- 
tivas se encuentran contagiadas, mientras que solo el 5% 
de los hombres lo están. En el compañero de una mujer in- 
fectada se debe examinar la presencia de Т. vaginalis y ser 
tratada sí fuera necesario ya que hombres promiscuos asin- 
tomáticos pueden servir como reservorios y transmitir la 
enfermedad a múltiples mujeres. La tricomoniasis se diag- 
nostica mediante examen microscópico del fluido vaginal 
de una paciente, buscándose protozoos móviles (Figura 
26.310). fármaco antiprotozoos metronidazol es particu 
larmente efectivo en el tratamiento de la tricomoniasis (Ta- 
bla 262) 


/ 26.13 Revisión de conceptos 


La clamidiais es una ETS causada por la infección con la bacte- 
ria Chlamydia trachomatis. Clamidiasis es la ETS con mayor inci 
dencia. Las lesiones del herpes pueden tambien transmitirse 
sexualmente y son causadas por el virus del herpes simple de 
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SEMDE Estructura de la guanina y del aciciovir, análogo de 
la misma. El aciclovir se usa para controlar las ampollas producidas. 
por el vis del herpes de tipo 2 (HSV2) 
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tipo 1 y tipo 2. HSV-2 esta generalmente asociado con transmi- 
sión sexual e infecciones en el área ano-genital sí bien HSV-1 
también puede causar lesiones en esta zona. Tricomonas vagino- 
lis es un protozoo responsable de la tricomoniasis, otra ETS. En 
general las ETSs están muy ampliamente extendidas y son más 
dificiles de diagnosticar y tratar que la gonorrea o la sifilis. No 
existe cura para el herpes. 


+ Describa los síntomas clínicos y el tratamiento frente a 
Chlamydia, herpes y tricomoniasis. 

4 ¿Por qué estas enfermedades son más difíciles de diagnos- 
ticar que la gonorrea о la sífilis? 


EI Sect: es is pomunoseneineie 


El sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue 
reconocido como enfermedad en 1981. Solo en los Estados 
Unidos se han registrado más de 600 000 casos desde en- 
tonces y más de 400 000 personas han muerto (Sección 25.6) 
Actualmente más de 900 000 personas pueden estar infec- 
tadas en los Estados Unidos con el HIV, el agente causante 
del SIDA. Alrededor de 16 millones de personas han muer- 
to ya de SIDA. 

El HIV se divide en dos tipos principales, HIV-1 y HIV- 
2. HIV-1 es genéticamente similar pero diferente al HIV-2. 
HIV-2 fue descubierto en el Oeste de África en 1985, pre- 
senta una virulencia reducida si se le compara con el HIV- 
1 pero también causa una enfermedad como el SIDA. 
Actualmente más del 99% de los casos mundiales de SIDA 
son debidos al HIV-1 y por ello nos vamos a centrar en este 
tipo. 

El nûmero de individuos infectados por HIV continua- 
rá aumentando dramáticamente si no se descubren efecti- 
vos métodos de tratamiento o prevención. Ya hemos discu- 
tido sobre la epidemiología del SIDA (véanse Secciones 
25,8-25.10), y los métodos dlagnósticos para la identifica- 
ción de la infección por HIV (véanse Secciones 25.8-25.10), 
En esta sección vamos a concentramos en la patogénesis 
del SIDA. 


El virus de la inmunodeficiencia humana 

La enfermedad del SIDA es causada por el virus de la in- 
munodeficiencia humana. HIV-1 es un retrovirus (Sección 
16,14) que contiene 9749 nucleóticos en cada uno de los 
dos genomas idénticos de RNA de cadena sencilla de que 
dispone, Gracias a la enzima Iranscríptasa inversa que se 
encuentra intacta en el virión, el HIV sintetiza una cadena 
de DNA complementaria usando el RNA como molde y 
convierte el DNA complementario sintetizado (СОМА) en 
DNA de doble cadena, el cual se puede introducir en el ge- 
тота del hospedador. Aquí vamos a considerar el curso 
natural de la infección por HIV y los efectos que éste tiene 
sobre el sistema inmunitario, determinando la aparición 
del SIDA. 


Una definición de SIDA 
EI SIDA fue considerado sospechoso de ser una enfermedad 
que afecta al sistema inmunitario debido al gran número 


de infecciones oportunistas observadas en ciertas pobla- 
ciones (Sección 25.6). Las infecciones oportunistas se encuen- 
tran raramente en individuos con el sistema inmunitario 
normal. Esta definición fue adoptada en 1993 por los Cen- 
tros de Control y Prevención de Enfermedades (Atlanta, 
Georgia, EE.UU) y es empleada en los Estados Unidos para 
definir los casos de SIDA. 

La definición actual del sindrome de inmunodeficien» 
cia adquirida (SIDA) incluye а aquellos individuos де вол. 
positivos frente al virus de la inmunodeficiencia humana 
(HIV) Y: 


1. Tienen un número de células T CD4 menor que 200/ тп 
en la completa (el número normal es de 600- 
1000/ ттт?) o porcentaje de células Т CD4/linfocitos to- 
tales de menos del 14%; O. 

2. Tener un número de células Т CD4 mayor que 200/ пут? 
y alguna de las siguientes condiciones: enfermedades 


icosis, criptococosis (Figura 26.336), 
histoplasmosis (Figura 26.33c), isosporiasis, neumonía 
producida por Pneumocistis carinii (Figura 26.354), cris- 
tosporidiosis (Figura 26.33е) o toxoplasmosis (Figura 
26.330) del cerebro; enfermedades bacterianas inclus 
yendo tuberculosis pulmonar y otras infecciones par 
Mycobacterium spp. (Figura 26.336) o recurrentes sep- 
ticemias por Salmonella; enfermedades víricas inclu- 
yendo infecciones por citomegalovirus, encefalopati- 
as relacionadas con HIV, úlceras crónicas, o bronquitis 
debidas al herpes simple (vénse Sección 16.11); o pro- 
gresivas leucoencefalopatías multifocales, enfermeda- 
des malignas tales como cáncer invasivo de útero, sar- 
coma de Kaposi (Figura 26.34), linfoma de Burkitt, 
linfomas primarios en el cerebro, linfomas inmuno- 
blásticos; neumonías recurrentes debidas a cualquier 
agente. 


La más común de estas infecciones oportunista es la nee 
пога producida por Pnewmocistis carinii. Otra enfermedad. 
muy frecuente en enfermos de SIDA es el sarcoma de Kar 
posi, un atípico cáncer observado con alta frecuencia en 
hombres homosexuales infectados por el virus, El sarcoma 
de Kaposi es un cáncer de las células de los vasos sangui- 
neos y se caracteriza por la aparición de parches púrpuras 
en la superficie de la piel, especialmente en las extremidi 
des (Figura 26.34). El sarcoma de Kaposi puede ser causa: 
do por una coinfección de HIV y el herpesvirus humano de 
tipo 8 (ННУ-8) cuya presencia es 20 000 veces mayor que la 
población general. 

En suma, un individuo tiene SIDA si (1) es positivo fren- 
te a HIV o anticuerpos frente a HIV; (2) tiene una drástica 
disminución en el número de linfocitos T colaboradores; o. 
(3) tiene al menos una de las numerosas infecciones opor- 
tunistas о cánceres atípicos. 


HIV: interacción con las células e infección 

EL HIV es capaz de infectar células que tengan en su su- 
perficie la proteína CD4. Existe una notable variedad de cé- 
lulas que tienen esta molécula en su superficie en escasa, 
Proporción como son los linfocitos В, y ciertas células del cæ 
rebro y el intestino. Sin embargo los dos tipos celulares más. 


Patógenos oportunistas asociados con casos de inmunodeficioncia adqui 
rida humana (SIDA). (a) Candida albicans, de tejido cardiaco de un paciente con infección 
têmica por Candida. (b) Cryptococcus neoformans, de tejido hepático de un pacient 
спркососовів. (c) Histoplasma capsulatum. de tejido hepático de un paciente con histoplas: 
mosis. (d) Pneumocystis сагы, de un paciente con pneumocistis pulmorar. (e) Сгурїорол- 
dium sp., del intestino delgado de un paciente con cristosporiosis. (0 Toxoplasma gondi, de 
tejdo cerebral de un paciente con toxoplasmosis. (g) Mycobacterium spp., Infección del in- 
testino delgado, tinción ácido-alcohol resistente 


afectados por el virus son los macrófagos y los linfocitos Т 
colaboradores, los cuales son piezas clave dentro del siste- 
э ma inmunitario (oénnse Secciones 22.1 y 22.7). Los тастб- 
: fagos y linfocitos infectados liberan gran cantidad de virus 
los cuales infectan otras células que disponen de CD4 (Fi 

gura 26.35). 

La infección del HIV ocurre normalmente primero en 
los macrófagos, un tipo de células presentadoras de anti- 
geno (APC) con muy bajos niveles de CD4 en superficie 
(vénse Sección 22.1) (Figura 26.36). En la superficie de la cé 
в lula la molécula CD4 se une a la gp120 del virus, entonces 

ЁР120 interacciona con otra proteína del macrófogo, el re- 
ceptor de quimioquinas ССК (Sección 23.10). CCRS actúa 
tio de anclaje donde la envuelta del virus se fusiona con la 
z Ф: membrana celular, permitiendo la inserción de Іа nucleo- 
1 cápsida. 
El correceptor CCR5 es requerido para la unión del HIV 
a los macrófagos, Individuos que expresan una variante de 
la proteína CCRS que no une el HIV no adquieren la infec- 
ción por HIV. 

Después de que el HIV ha infectado a los macrófagos, 
o genera una forma distinta de gp120, la cual se une a un 

coreceptor distinto, el receptor de quimioquinas CXCR4 
ТЕПЕ] з del sarcoma de Kaposy como aparece en que se encuentra en los linfocitos Т. El HIV entra y des- 
(a) el talón y la parte lateral del pie, y (0) la parte distal de la piema y ei  truye a los linfocitos Т colaboradores, células responsa- 
tobilo. bles de las respuestas inflamatorias mediadas por células 
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ОТЕТ Mogata electronica de transmisión de una sec 
ción de un Infocito llberando virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH). Las células provienen de un paciente hemofilio que desarrollo 
el SIDA, Las partículas son de 90 a 120 pm de diámetro. 


y de las respuestas de los linfocitos B (células TH] y TH2 
respectivamente) (Sección 22.7). Así, el HIV comienza 
соп una infección con tropismo por los macrófagos (tro- 
pismo M) y progresa a un tropismo por células T (tropis- 
mo Т). El resultado neto de la infección por HIV es la 
destrucción sistémica de macrófagos y linfocitos T, deter- 
minando una catastrófica destrucción del sistema inmu- 
nitario, El conocimiento de los correceptores específicos 
implicados en la infección del HIV de los macrófagos 
y linfocitos Т podría usarse para diseñar agentes blo- 
queantes de los согтесеріогеѕ que prevengan la unión 
del virus al macrófago y a la célula T, previniendo por 
tanto la infección. 

En casos de estado clínico de SIDA, el número de lin- 
focitos Т CD4 se encuentra muy reducido. Sin embargo, 
el HIV no mata inmediatamente a las células del hos- 
pedador. Seguidamente a la transcripción inversa que 
produce ОМА a partir del genoma de RNA, el СОМА ví- 
rico se integra en el genoma de la célula hospedadora 
donde existe en forma de provirus. La célula no muestra 
signo alguno de infección y el DNA del НІУ puede estar 
en un estado de latencia durante largos periodos de tiem- 
po. Sin embargo, también ocurre la síntesis de nuevos 
virus que salen de los linfocitos Т. Las células Т que pro- 
ducen partículas de HIV no se dividen y eventualmente 
mueren. 

La destrucción acelerada de las células CD4 ocurre 
como consecuencia del procesamiento de los antígenos del 
virus por las células infectadas. Estas células insertan mo- 
léculas de gp120 de la partícula vírica en su superficie. La 


proteína gp120 embebida en la célula hospedador sujeta. 
células T no infectadas a través de la unión соп CD4. Even- 
tualmente, numerosas células de estas características se fu- 
sionan produciendo células gigantes multinucleadas 
llamadas sincitios. Una célula Т infectada puede llegar а 
unir hasta 50 células Т sin infectar. Rápidamente después 
de la formación de los sincitios las células pierden su fun- 
cionalidad inmunitaria y mueren. 

En último término la infección por HIV produce un 
progresivo decaimiento en el número de linfocitos T CD4 
Esto tiene serias consecuencias para la salud. En un indi- 
viduo normal, las células CD4 constituyen el 70% del to- 
tal de linfocitos; en pacientes con SIDA, el número de 
linfocitos Т disminuye progresivamente hasta que apane 
сеп infecciones oportunistas cuando las células CD4 es- 
tán casi ausentes (véanse Figura 24,21 y Figura 26.37). 
Сото el número de células Т CD4 disminuye, hay una. 
concomitante bajada en las citoquinas que producen de- 
terminando la gradual reducción de células T sin infectar 
y de todos los demás linfocitos lo que va deteriorando el 
sistema inmunitario en los individuos que sufren SIDA, 
La pérdida tanto de las funciones del sistema inmuni 
rio humoral como celular se hace entonces aparente, In- 
fecciones sistémicas por hongos y micobacterias (Figura | 
26.33) repuntan como consecuencia de la ausencia de la 
función Thl o celular (Sección 22.7), Otras infecciones 
oportunistas, tales como diferentes infecciones víricas y 
bacterianas asociadas con el SIDA, indican la pérdida 
la inmunidad humoral; la bajada en la producción de are 
ticuerpos es debida а la pérdida de las células Th2 nece: 
sarias para estimular la producción de anticuerpos por las. 
células B (Sección 227). 

La imagen conjunta de la progresión del SIDA no trar 
tado indica que durante el periodo de latencia clínica un 
proceso altamente infeccioso tiene lugar, Primero hay 
una intensa respuesta inmunitaria frente al HIV: alr 
dedor de 1 billón de viriones son destruidos cada día y 
el número de virus disminuye drásticamente. Sin em- 
bargo, esto significa que el HIV se divide muy rápida: 
mente lo que se corresponde con la destrucción de 100 
millones de células T CDA cada día. Eventualmente la 
respuesta inmunitaria es desbordada, el número de vi- 
rus aumenta, y las células T son totalmente destruidas, 


Diagnóstico del SIDA 
El diagnóstico del SIDA se basa en pruebas clínicas у 
laboratorio, los elementos claves son ser | 
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Infección de una célula CD4 diana con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). (a) Interacción con la célula diana а tra- 
vés de la unión especifica de gp120 del virus соп ві receptor CDA y un coreceptor en células diana tales como macrófagos y células Т CD4, El 
coreceptor es el receptor de membrana para quimioquinas CCAS que se encuentra en los macrófagos. Un coreceptor similar, el СХСРА, se en- 
‘cuentra en los linfocitos Т CD4. (b) Fusión de la envuelta del HIV con la membrana de la cólula hospedador е inserción de la nucleocápsida. El 
эйю de entrada del virus es al sitio determinado por el receptor y el coreceptor. El coreceptor es necesario para а inserción vírica e infección, 
ya que células que no expresan dicho correceptor no resultan infectadas con HIV. 


tras de sangre (Sección 24.13). La RT-PCR estima el núme- 
ro de virus presentes en la sangre, lo que se conoce como 
carga vírica. La RT-PCR indica la magnitud de la replica- 
ción del HIV y se puede correlacionar con la proporción 
Че células Т CD4 destruidas. La prueba de CD4 indica la 
extensión del daño en el sistema inmunitario determinado 
por la infección del HIV, La prueba de la RT-PCR no se usa 
Че rutina para diagnosticar HIV ya que es costosa y técni- 
camente compleja. Después del descubrimiento inicial de 
la infección la RT-PCR se usa para seguir la evolución del 
SIDA y la eficacia de la terapia. (Figura 26.38, vénse a con- 
tinuación). 


La prognosis de una infección por HIV no tratada no es es- 
peranzadora. Patógenos oportunistas o cánceres (véanse Fi- 
guras 26.33 y 26.34) matan a la mayoría de los pacientes de 
SIDA. Estudios a largo plazo en pacientes con SIDA indican 
que en general las personas infectadas con HIV progresan а 
través de varias etapas de disminución de las funciones in- 
munitarias, con niveles de células Т CD4 desde un intervalo 
normal 600-1000/mm' hasta prácticamente cero en un pe- 
riodo de 5-7 años (Figura 2637). Aunque el nivel de declive 
en la función inmunitaria varía entre los distintos individuos, 
ез raro que un individuo HIV-positivo viva más de 10 años 
sin ningún tipo de intervención quimioterapeútica. 
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Intervalo 
normal de 
células T 


Disminución 
significath 
de células T 


Disminución 
severa 
de células TL 


Tiempo (meses) después de la explosión a HIV 


Descenso de infocitos Т CD4 y progreso de la infección por HIV, basado en el número de virus (carga иса) en la sangre de uni 
lenta tipico no tratado (Sección 24.13) Durante la progresión tipica del SIDA, existe una gradual pérdida en el número y funcionalidad de las 
TCD4, mientras la carga vinica, medida como RNA especifico del НМ por militro de sangre, aumenta gradualmente después del descenso inicial. 


© Saquinavr 


Ejemplos de las tres categorias de fármacos frente al 
HIV/SIDA. (а) Azidotimidina (AZT), análogo de un nucleósido. La ausencia 
де un grupo -OH en el carbono 3" produce que la elongación de la sinte- 
ss de DNA termine cuando se incorpora este análogo, inhibiendo la repii- 
cación virica. (b) Navirapina, un inhibidor no nucleósido de la transeríptasa. 
Inversa, se une directamente al sitio catalitico inhibiendo también a elon- 
¡gación de la cadena de ОМА. (c) El saquinavir es un análogo al enlace pep- 
бсо, el área sombreada indica la región análoga a un enlace peptidico. 
В bloqueo de la actividad de la proteasa del VIH previene el procesamiento. 
delas proteinas del HIV y la maduración del virus (Figura 20.27). 


Tratamiento del SIDA 
No se conoce cura para las infecciones por HIV, A pesar 
que la investigación es muy intensa en las áreas de la p 
ducción de una vacuna y de la farmacología, Diferentes, 
macos han sido identificados como retardadores de 
síntomas del SIDA lo que en algunos casos prolonga la 
delos infectados por HIV (Tabla 26.3) 

Los fármacos efectivos frente al HIV están dentro de 
categorías. La primera es el grupo de los análogos de пий 
sidos que actúan como inhibidores de la transcriptasa im 
sa. La transcriptasa inversa es la enzima que convierte 
RNA de cadena sencilla en el DNA complementario ( 
ción 16.14). El más antiguo y efectivo de los fármacos 
HIV, la azidotimidina (AZT) es un efectivo inhibidor del 
replicación del HIV debido a su gran parecido con el 
cleósido timidina pero carece del sitio de unión para la 
siguiente resultando en la terminación de la elongación 
la cadena de DNA en que se introduce. Así, el AZT y 
análogos а nucleósidos son nucleósidos inhibidores del 
transcriptasa inversa (NRTIs), son efectivos en la dí 
ción de la replicación del virus (Figura 26.38, Tabla 26; 
Cuando estos fármacos son administrados a pacientes! 
fectados con HIV, el resultado es una rápida caída en la 
ga vírica, Sin embargo después de varias semanas, ара 
cepas del HIV resistentes a estos fármacos como result 
de procesos de mutación y selección en el virus. Este 
ceso es muy rápido, y es debido a que el HIV se replica. 
rápidamente (vénse más adelante) y tan solo cuatro m 
ciones son suficientes para conferir la resistencia a un: 
logo de nucleósido dado. 

La segunda categoría de fármacos anti-HIV son losi 
hibidores de la transcriptasa inversa no nucleosí 
(NNRTIs) (oéanse Figura 26.386; Tabla 26.3). Estos 
puestos inhiben directamente la actividad de la trar 
tasa inversa por interacción con la proteína y alteraci 
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Asidotimidina (AZT, 20У o Zidovudina (Figura 26 384)| Аторо de nuelssio; inhibidor de la transcriptasa inversa, terminador de la 
Sintesis de la cadena de nucleótidos incrementa el tiempo de supervivencia 
y тхе la incidencia de infecciones oportunista en pacientes con SIDA; 
tóxico para Jas células de la médula ósea; puede ser usada en combinación 
соп otros fármacos еп protocolos de múltiples compuestos 

Análogos de пиакійох inhibidares de la trarscrptasa inversa; mecanismo de 
acción y efectos idénticos al AZT; pueden tener menos юам que el AZT 
en algunos pacientes; pueden usarse en combinación con otros fármacos en 
protocolos de múltiples compuestos 


Dideoxicitidina (dC o zalcitabina) 
Dideoxlinosina (ddl o dídanosina) 
Stabudina (4T) 

Lamivudina TC) 


Flavirenz. Inhiindores dela transcriptasa inversa no nucleosídicos (NNRTIS); se unen 

Nevirapina (Figura 26380) dinxtamente a la transcnptasa inversa e inutilizan el sitio activo; no compiten 

Delavirdina «um los nuclevsidos; pueden ser usados en combinación con atras compuestos 
еп protocolos de terapia combinada 

Indinavir Inhibidores de la protcesa; análogos al enlace peptidico diseñados por ontenador 

Nolfinavir que se unen al sitio activo de la proteasa del HIV, inhibiendo el procesamiento 

Ritonavir е las proteinas víricas; puede usarse en combinación con otros fármacos en 


Saquinavir (Figura 2028) 


la conformación del centro activo. Desafortunadamente, 
tuna sola mutación en el gen de la transcriptasa inversa es 
suficiente para reducir la efectividad de este fármaco. La 
Última categoría de fármacos anti-HIV son los inhibidores 
de la proteasa (Figura 26 38c; Tabla 26.3). Los inhibidores de 
Ta proteasa son análogos al enlace peptídico diseñados por 
ordenador que se unen al sitio activo de la proteasa del HIV, 
inhibiendo el procesamiento de los polipétidos del virus 
(Sección 20.13); inhibiendo de este modo la maduración ví- 
tica. Sin embargo, al igual que ocurre con las otras estrate- 
pias quimioterapeúticas, una sola mutación en el gen de la 
proteasa del HIV es suficiente para que este fármaco no sea 
tlectivo. 

Debido a los problemas Де resistencias frente a los fár- 
macos, un protocolo típico recomendado incluye el trata- 
miento con al menos un inhibidor de la proteasa más una 
combinación de dos análogos de nucleósidos (Tabla 26.3). Te- 
Tapias con múltiples fármacos reducen la posibilidad de que 
aparezca un virus resistente ya que éste debería manifestar 
resistencia a tres compuestos diferentes de forma simultá- 
nea. Esta terapia combinada es seguida mediante RT-PCR 
рага controlar la evolución de la carga vírica. Un protocolo 
bfectivo es capaz de reducir la carga vírica a niveles no de- 
tectables (500 copias de HIV por mililitro de sangre) en varios 
días. La terapia es mantenida y controlada la carga vírica de 
forma indefinida. Sila carga vírica de nuevo alcanza límites 
detectables, el cocktail antirretrovítico es cambiado ya que un 
incremento en la carga vírica indica la е За de una 
población de virus resistente (Sección 24.10). 

Además de la resistencia a los fármacos, algunos de es- 
los compuestos son tóxicos para las células del hospeda- 
dor. En muchos casos los análogos de nucleósidos no son 
bien tolerados por los pacientes, presumiblemente porque 
interfieren con las funciones celulares del сото 
esla división celular (Tabla 26.3) En general, los NNRTIs y 
Jos inhibidores de la proteasa soñ mejor tolerados ya que 
solo interfieren con las funciones del virus. Así pues, la re- 


protocolos de terapia combinada 


sistencia a los fármacos y la toxicidad de los mismos son 
los mayores problemas en la terapia frente al HIV y nue- 
vos agentes quimioterapeúticos y protocolos de adminis- 
tración están siendo constantemente desarrollados. 


Inmunización frente al SIDA 

La variabilidad genética del HIV nos hace estar lejos del 
desarrollo de una vacuna frente al SIDA. Una estrategia es 
construir anticuerpos frente a la proteína de la envuelta, 
5р120, y usarlos para bloquear la interacción CD4-gp120 
(Figura 26:37) y por tanto bloquear la infección. No obs- 
tante esta aproximación no ha sido exitosa ya que el gen de 
8p120 muta muy frecuentemente dando lugar a variaciones 
antigénicas que по son reconocidas por los anticuerpos ge- 
nerados frente a otra distinta. El mejor resultado de las 
pruebas clínicas de inmunización se obtuvo con las vacu- 
паз de subunidades (Sección 31.6), donde genes de diferentes 
proteínas de la envuelta del HIV han sido introducidas en 
partículas de los virus vacinia o adenovirus, los cuales son 
inertes y se usan con vectores de expresión y vehículos para 
repartir los antígenos del HIV, diferentes vacunas de subu- 
nidades desarrollan una potente respuesta inmunitaria tan- 
to humoral como celular frente al HÎV. Los ensayos clínicos 
de la inmunización con subunidades están actualmente en 
desarrollo, 

Otros iles candidatos a la inmunización inclu- 
yen particulas intactas pero muertas del HIV. El uso de estas 
vacunas inactivadas está restringido a individuos ya in- 
fectados ya que los protocolos de inactivación no matan el 
100% de los virus; y no sería ética la exposición de indivi- 
duos no afectados aunque el riesgo de infección sea mu 
limitado. Algunos laboratorios están explorando la poste 
bilidad de producir virus atenuados para su uso como agen- 
tes inmunizantes. Esta estrategia se ve alentada por el 
hecho de que individuos infectados por el HIV-2, un virus 
relacionado que causa una muy ligera forma de SIDA con 
un periodo de incubación muy largo, previene la infección 
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Actividad sexual y SIDA 


ПЕЕ 
pre asociada con las enfermedades 
де transmisión sexual, paro el sindrome de 
inmunodefiiencia adquirida (SIDA), discu- 
tido en esto capítulo y а lo largo de este 
loro, centrando la atención өп los peligros 
que ontraña el tener múltiplos parejas se- 
xualos y en ө! riesgo asociado con ciertas 
prácticas sexuales. El SIDA causado por el 
Virus do la inmunodoficienca humana (HIV), 
өз solo un npo de enfermedad transmitida 
рог via sexual. Otras anfermodados inclu- 
уоп ala gonorrea, вй, herpes simple, ure- 
кав no especifica (causada por Chlamydia) 
vaginitis causadas por protozoos (Ticomo- 
паз vaginalis), vaginitis tüngicas (producida 
por Candida albicans), vorrugas venóroas 
(causadas por ol virus del papiloma huma- 
по). Algunas de astas enfermedades de 
transmisión sexual han ido asociadas con 
1а sociedad humana por todos los hisioria- 
dores. Sin embargo ө! SIDA ев único. No 
existen lármacos о protocolos de imuni- 
zación para curar о prevenir ө! SIDA. Los 
lármacos usados өп su tratamiento son 
caros y solo están disponibles өп los pai- 
ses desarrollados, lo que implica que ol 
90% de los más de 30 milanos de indivi- 
duos Infectados por el VIH no tenen acco- 
зо а la torapía. El SIDA acillimente mata 
таз de 2 milones de personas cada año, y 

л número aumentará cuando las perso- 
nas que hayan portado y extendido el virus. 
durante más de 10 años дезатойеп la en- 
tormedad 

Debido a que el SIDA es relacionado con 
determinado про de prácticas sexuales, la 
prevención pasa por evitar ese бро de con- 
ductas sexuales Las autoridades sanitaras 
de los Estados Unidos han difundido un es- 
tudio que indica recomendaciones especia- 
los para sor seguidas por los individuos para 
reducir las posibilidades de intección por 
НМ Entre elas estan: 


1. Evitar ө! contacto oral con el pene, la 
vagina о al recto. 

2. Evitar cualquier actividad sexual que 
pueda causar cortes o desgarros en las 
paredes del recto, vagina o pane. 


З. Evitar contactos sexuales con indivi- 
duos que pertenezcan a grupos de alto 
riesgo. Esto incluye prostitutas (tanto 
hombres como mujeres), hombres ho- 
mosexuales promiscuos, personas bi- 
sexuales, y personas adictas a drogas. 
Intravonosas. 

4. Si una persona ha mantenido contactos. 
sexuales con algún miembro de estos. 
grupos debe determinar mediante una 
prueba de sangre si ha sido infectada. 
por HIV. Si la prueba es positiva, es 
зеге que sus parejas sexuales se 


таз ol SIDA өз igual de frecuenta tanto en 
hombres como en mujeres. La entermedad 
estû ligada a la promiscuidad en las relacio» 
nes sexuales y otras actvidados өп que me- 
дап intercambio de Nidos corporales, entre 
las que además dela homosexualidad mas- 
ойга, se incluyen la prostitución femenina. 
о el uso de drogas intravenasas. 

LEs ontoncas posible mantener relacio- 
nes sexuales sin riesgo do sor infectado 
de SIDA? Ciertas practicas soxualos son 
mucho más seguras que otras. Prácticas 
seguras incluyen besos secos (con la boca 
cerrada), masturbación mutua (en ausen- 
cia de roturas о heridas өп la рин) y rela- 
lores sexuales empleando preservativos. 
Prácticas sexuales peligrosas incluyen: 
besos húmedos (con las bocas abiertas), 
Masturbaciones en las que haya roturas de 
la pial, sexo oral (tanto masculino como te- 
manino), relaciones sexuales sin protección 
(tanto vaginal como anal). Las autoridades 
sanitarias de los Estados Unidos han reco- 
mendado que si el estado de salud de la 
pareja өз desconocido se debe usar un pre- 
servalivo en todas las prácticas sexuales 
еп las cuales haya Intercambio de fluidos 
corporales. 

La epidemia del SIDA ha centrado un re- 
Nevado interés en el preservativo (ver foto). 
Los preservativos siempre juegan dos pa- 


polos en las relaciones sexuales: prevención 
rente a enfermedades y frente а un emba- 
razo. Aunque sl mejor medio de evitar el 
SIDA es evitar las prácticas de riesgo, si una 
relación sexual va a ser llevada a cabo con 
un individuo del que se desconoce su osta- 
do de infección, dobe usarse un preservati- 
vo de látex, Las autoridades sanitarias de 
los Estados Unidos recomiendan ancareci- 
damente ві uso de preservativos өп todas 
las relaciones sexuales extramartalos. En 
determinados países se están llevando а 
cabo campañas publicitarias para extender 
el uso de preservativos. 

Los argumentos moralistas (monogamia, 
abstinencia, ausencia de actividad sexual 
era del matrimonio) no serán suficientes 
para controlarla epidemia del SIDA. Estu- 
dios өрідотіоібісо en todas las enfermo- 
dades sexvales previamente conocidas han 
"demostrado que el miedo, por si solo no ов 
suficiente para prevon las actividades se- 
ales que conlevan peligra de contraer una 
enlermedad de transmisión sexual. El con- 
cionamiento hacia ө! sexo de dotormina: 
дов Individuos өв tan fuerto que suprime 
cualquier miedo a la ontormedad, incluso an 
el caso де una ontormedad como ві SIDA. 
Cada persona debe tomar la responsabil- 
dad de autoprotegerse del esparcimiento de 
una enfermedad infecciosa tan extremada- 
тете pelígrosa como esta. 

Para la Úlima información en provon- 
ción del SIDA contactar con el СОС Red 
де prevención e información nacional en 
tp www.cdenpin,org/. a 
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соп HIV-1, la cepa responsable del SIDA severo. No obs- 
tante hay riesgos potenciales muy seríos. Por ejemplo, los 
virus integrados pueden producir cáncer, las mutaciones 
pueden reactivar la virulencia, etc. 

En suma, existen alrededor de 20 diferentes protocolos 
de inmunización frente al SIDA en fase de ensayos clínicos, 
pero по se ha encontrado aùn ninguno que sea efectivo. 
Además, la inmunización podría muy probablemente no 
ser útil en el tratamiento de los pacientes que ya han ad- 
quirido el virus ya que estos individuos carecen de las fun- 
ciones inmunitarias y por ello no responderian a la vacuna. 
Asî pues, a pesar de los considerables avances en el cono- 
cimiento molecular del HIV y en el conocimiento clínico 
del SIDA, la educación pública sobre el SIDA y el evitarlos 
comportamientos de alto riesgo son todavía hoy las mejo- 
тез herramientas para combatir el SIDA. (Véase el recuadro, 
«Actividad Sexual y SIDA», en este capítulo). 


Detección de la Infección por НІМ 

La exposición al HIV puede ser diagnosticada por medios 
inmunológicos. Tanto radioinmunoensayo (RAI) como los 
ensayos ELISA (wase Sección 24.11) han sido diseñados para 
analizar muestras de sangre y detectar la presencia de an- 
ticuerpos anti-HIV. Los ensayos del tipo ELISA han de- 
mostrado ser muy útiles para el análisis de muestras de 
sangre a gran escala, como es el caso del análisis de la san- 
ге de donantes para la prevención de la transmisión del 
HIV por este medio. Las estadísticas muestran que alrede- 
dor del 0,25% (2 о 3 por cada mil) de todos los donantes de 
sangre en los Estados Unidos dan positivo en el ensayo de 
ELISA para HIV. Un resultado posítivo en un ensayo de 
ELISA debe ser confirmado рог un segundo método Ila- 
mado inmunotransferencia (Western Blotting), una técnica que 
combina las técnicas de purificación de proteínas con las 
técnicas inmunológicas (nase Sección 24,12). 

Otras pruebas rápidas están siendo desarrolladas y co- 
mercializadas para identificar la infección por HIV. Un test 
utiliza una sola gota de sangre el paciente у un único reac- 
tivo, El reactivo es un anticuerpo modificado bioquimica- 
mente en el que un sitio de unión es dirigido frente a los 
¡lóbulos rojos de la sangre y el otro frente a un antígeno de 
superficie del virus, gp41. En una prueba positiva el anti- 
cuerpo bifuncional se une а ambos epítopos resitando en 
tuna aglutinación visible de los glóbulos rojos. (véase Sección 
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248). En otro test se usa la saliva como fuente de anticuerpos 
anti-HIV. La saliva se dispone en un recipiente que contiene 
antígenos del HIV inmovilizados, Se añade un segundo an- 
tícuerpo, reactivo frente al primer anticuerpo y conjugado a 
una enzima. Después se añade el sustrato de la enzima, y 
una reacción positiva es mostrada por la aparición de un 
producto coloreado de la reacción enzimática, al igual que 
ocurre en el ELISA (Sección 24.11). Los tests rápidos han sido 
diseñados para acelerar el proceso que pasa a pocos minutos 
en lugar de la horas о incluso días requeridos por el ELISA 
о la inmunotransferencia, también permiten una fácil inter- 
pretación y realización, fácil transporte, y almacenamiento. 
Sin embargo los tests rápidos no son tan sensibles ni fiables 
сото las pruebas HIV-ELISA y HIV-inmunotransferencia. 
(véanse Secciones 24.11 y 24.12). 

Todas las pruebas, no importa cuán exactas o sensibles, 
son capaces de detectar la infección en individuos que han 
sido recientemente contagiados y aún no han desarrollado 
anticuerpos frente al virus, lo cual puede tardar desde seis 
semanas a un año después de la infección. A pesar de este 
inconveniente, estos tests garantizan la seguridad de las 
donaciones de sangre y las estadísticas demuestran que el 
riesgo de contraer SIDA a través de una donación de san- 
вте o de sus productos es actualmente muy reducida. La 
promiscuidad sexual y los grupos de adictos a drogas in- 
travenosas son las principales vías actuales de transmisión 
de la infección (vase Figura 25.9). 


/__26.14 Revisión de conceptos 


El SIDA es una de las enfermedades infecciosas con mayor in- 
cidencia en la población humana. El HIV destruye el sistema in- 
munitario, y patógenos oportunistas, entonces, destruyen el 
hospedador, No existe aun vacuna efectiva contra el SIDA. Sin 
embargo, diferentes fármacos antivíricos están disponibles para 
retrasar el progreso de la enfermedad. Los métodos de preven- 
ción del SIDA y de su expansión pasan por evitar comporta- 
mientos tales como el uso de drogas intravenosas (compartir 
agujas), y practicas sexuales de riesgo. 
Z Recoja la definición de SIDA, ¿Qué aspectos diagnósticos 
son compartidos por todos los pacientes de SIDA? 
Y ¿Cuáles el actual tratamiento раға la infección por HIV? 
¿es efectivo? ¿Cuáles son los efectos secundarios? 


1. ¿Por qué las bacterias Gram positivas producen en- 
fermedades respiratorias más frecuentemente que las 
bacterias Gram negativas? 

2. ¿Cuáles son los síntomas tipicos de una infección res- 
Piraloria estreptocócica?¿Por qué deben tratarse rápi- 
damente? 

3. Describa los agentes causales y los síntomas de la dif- 
teria. ¿Cómo se puede prevenir? 

4. Describa los agentes causales y los síntomas de la tos 
ferina, Describa los cambios en la tecnología de la va- 


Cuna que han tenido lugar para conseguir vacunas se- 


guras. 

5. Describa el proceso de infección de Mycobacterium tu- 
herculosis ¿La infección siempre determina una tuber- 
«culosis activa?, ¿por qué о por qué no? 

6. Describa los síntomas de la meningococemia y de la 
meningitis. ¿Cómo se tratan estas enfermedades?, 
¿cuál es la prognosis para cada una de ellas? 

7. Compare y contraste el sarampión, las paperas y la 
rubéola. Incluya еп su discusión una descripción del 
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patógeno, los síntomas más importantes, y las conse- 
cuencias potenciales de estas infecciones. ¿Por qué es 
importante que las mujeres se vacunen de la rubéola 
antes de la pubertad? 

В, ¿Por quê los resfriados y la gripe son enfermedades res- 
piratorias tan frecuentes? Dé al menos dos razones de 
la alta incidencia de cada una de estas enfermedades. 

3. Distinga entre estafilococos patógenos y aquellos que 
forman parte de la biota normal. 

10, Describa las evidencias que unen a Helicobacter pylori 
con las úlceras gástricas. ¿Cómo se puede tratar а un 
enfermo соп úlcera? 

11. Describa los virus más importantes que producen he- 
patitis? ¿Cómo se relacionan entre ellos? 


Ejercici 


pr 


ticos 


1. La mayoría de los estornudos generan aerosoles o go- 
tas de mucus que contienen microorganismos. Las to 
ses también generan una considerable cantidad de 
aerosoles así como esputo. ¿por qué las enfermedades 
transmitidas por los estormudos suelen ser enferme- 
dades del tracto respiratorio superior? 

2. Explique el origen de la fiebre reumática y la fuente 
de antígenos relacionados con esta enfermedad au- 

toinmunitaria. 

¿Cuál es el reservorio de Corynebacterium diphtheriae? 

¿Puede esta enfermedad erradicarse en humanos? 

¿Cómo? 

4. ¿Cómo puede controlarse una epidemia de tos feri- 
na?¿cómo puede prevenirse? Dado que la incidencia 

Че esta enfermedad está aumentado, aplique métodos 

Че prevención a la actual epidemia (Figura 267). ¿Pue- 

den ser métodos rentables? 

¿Por qué la tuberculosis a menudo desencadena una 

reducción permanente en la capacidad pulmonar, 

mientras que las otras enfermedades respiratorias esta 
reducción es momentánea? = 

6. Su compañero de laboratorio es diagnosticado de me- 
ningitis meningocócica, ¿qué debe hacer? 

Sarampión, paperas, rubéola y varicela fueron consi- 
deradas enfermedades propias de la infancia. Sin em- 
bargo hoy son consideradas como infecciones muy 
serias. Explique este cambio de actitud en el contexto 
de la incidencia de las enfermedades, disponibilidad 
de vacunas y las consecuencias potenciales en la sa- 
lud de cada шпа de las enfermedades. 

8. Discuta sobre la biología molecular del cambio anti- 
génico de los virus de la gripe y comente las conse- 
cuencias inmunológicas que tiene en el hospedador. 
¿Por qué el cambio antigénico evita la producción de 
una única y universal vacuna para el control de la gri- 
ре? Seguidamente compare el cambio antigénico con 
la deriva antigénica. ¿Qué mecanismo es más impor- 
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12. ¿Por qué la incidencia de la gonorrea aumentó dra- 
'máticamente a mediados de los años 60, mientras que 
la incidencia de la sifilis, en el mismo momento, des- 
cendia? 

13. Describa los métodos empleados en el tratamiento de 
las enfermedades de transmisión sexual chlamydia, 
herpes y tricomoniasis. En cada caso, ¿es efectivo cómo 
cura el tratamiento”, ¿por qué о por qué по? 

14, Describa cómo el virus de la inmunodeficiencia hu- 
mana (HIV) elimina con gran eficiencia muchos de los 
aspectos, tanto de la inmunidad humoral como de la 
celular. ¿Hay alguna parte del sistema inmunitario que 
permanezca funcional en casos de SIDA? 


tante para la evolución del virus de la gripe? ¿Cuál 
causa los mayores cambios antigénicos? ¿Cuál produ- 
¡celos mayores problemas para los productores de y. 
cunas? ¿Por qué? 

9. ¿Cómo puede eliminar los estafilococos resistentes a 
Antibióticos de un hospital? Piense en términos de 
cambios físicos de las salas del hospital así como en 
cambios en el personal, control del personal, y reque- 
rimientos de protección en ropas, guantes, máscare 
y demás. 

10. Usando los postulados de Koch (Sección 1.5) como 
gula diseñe experimentos para probar que Helicobacter 
pylori causa las úlceras gástricas, 

11. Organice los virus de la hepatitis de acuerdo a la se- 
veridad en la enfermedad que producen, tanto а largo 
сото a corto plazo, 

12. A pesar de la facilidad con la que la gonorrea y la sifi- 
lis pueden ser diagnosticadas y curadas, la incidencia 
зе mantiene muy alta en un caso у muy baja en el otro, 
Explíquelo. 

13. Como director de grupo de salud pública de su colegio 
mayor, ha sido encargado de educar а tus compañeros 
acerca de Chlamydia, herpes y tricomoniasis. Presente 
información de prevención, síntomas y tratamiento, 
¿Pueden tus programas para cada infección ser coin- 
cidentes en algo? Para cada enfermedad discuta sobre 
aspectos sociales, legales, de salud pública que deban 
ser considerados en el caso de infección de los com- 
pañeros sexuales. 

14. En términos de quimioterapia, ¿cómo se trata actual- 
mente la infección por HIV? ¿Cómo se sigue el trata- 
miento? ¿Funciona el tratamiento?, ¿por qué о por qué 
по? Describa las diferentes posibilidades de vacunas 
frente al SIDA. ¿Cómo puede cada tipo inducir inmu- 
nidad frente al virus? ¿La inmunidad pasiva es de uso 
potencial en el tratamiento del SIDA? ¿Por qué о por 
que no? ¿Qué riesgos implica? 


lo largo de la historia, las enformedades transmitidas por artrópodos. 
tales como la peste о 1а malaria, han causado la muerte a millones de 


infecciosa Importante extendida en todo el mundo, Cualquier persona en América, 
агора o Asia es susceptible de adquirir esta enfermedad de rápida emergencia 
si entea en contacto con garrapatas. 
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Anemia falciforme condición genética 
ме confiere resistencia a la malaria pero. 
que causa una reducción en la eficien- 
а de los glóbulos rojos para captar oxi- 


geno 

Ehflehloale de las enfermedades transmiti 
¿as por garrapatas, casadas por пекныя 
del género Ehrlichia 

Enfermedad de Lyme eniermedad emer- 
gente талеп por las garrapatas y 
husada por la esplroqueta Bore burg- 
dor 

Mataría enfermedad transmitida por Insc 
Vos caractarimaa por episodios recurrentes 
де fiebre у anemia cansada por el proto- 


тоо Plasmadium spp., habitualmente trans- 
mitida a los mamiferos a través de la pica- 


dura del mosquito Anopheles 
Micosis enfermedades causadas por hon- 


gos 

Peste enfermedad epidémica transmitida 
por los roedores y causada por Yersimia 
pestis, y ocasionalmente transmitida a los 
hombres por la picadura de una pulga. 

Rabia enfermedad neumlogica generalmen- 
эе mortal causada por el virus de la rabia, 
transmitida por la mordedura o la saliva 
Че un сату ого infectado. 

Rickettsia parásito intracelular estricto que 
produce una importante variedad de en- 


fermedades como el tifus, la fiebre de las 
montañas rocosas y ehrlichiosis. 

Sindrome pulmonar por hantavirus (HPS) 
enfermedad vírica aguda, emergente, салас 
terizada por neumonia y transmitida por ro 
eos. 

Talasemia condición genética que confiere 
resistencia a la malaria pero causa una fê 
ducción en la eficiencia de los glóbulos ro- 
jos por la alteración de una enzima 

Tétanos entermedad que produce una ripida. 
parálisis de los músculos, causado por una 
torina producida por Clostraium tetani 

Zoonosis enfermedad de los animales trans 
mitida a los humanos 


| as enfermedades transmitidas por insectos como la 
malaria о la peste han tenido una función muy im- 


еп la historia de la humanidad. En la actualidad, 
transmitidas por vectores como la enfermedad de Lyme 
y el síndrome pulmonar por hantavirus son importantes 
Enfermedades infecciosas emergentes, incluso en pales 
desarrollados. Las que presentaremos en este capitul 
ponen de reservorios no humanos tales como los roedores. 
Estos animales pueden ser portadores de hantavirus o de la 
bacteria (espiroqueta) productora de la enfermedad de 
Lyme. Nuestra incapacidad para controlar làs poblaciones 
de estos vectores y reservorios animales hace que el con- 
trol de determinadas enfermedades sea casi imposible. Las 
enfermedades transmitidas a partir del suelo presentan ma- 
yores problemas aún, ya que los organismos del suelo no 
pueden ser ni erradicados ni controlados. 


1 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS 
POR ANIMALES 


Aquí vamos a explicar algunos ejemplos de enfermedades 
transmitidas por animales. El hospedador natural para los 
patógenos transmitidos por animales es un vertebrado no 
humano. Las poblaciones de animales salvajes actúan 
сото reservorio de estas enfermedades, haciendo la erra- 
dicación del patógeno improbable o imposible. Сото ve- 
remos, cuando poblaciones de animales infectados entran 
еп contacto con humanos, el resultado es la infección de 
estos últimos. Las enfermedades transmitidas por anima- 
Jes son generalmente extendidas a hospedadores huma- 
пов por contacto directo, aerosoles o mordedura. En el caso 


de enfermedades transmitidas por vectores, los patógenos! 
son diseminados a hospedadores sin infectar a través 
artrópodos que funcionan como vectores, De nuevo, los 
humanos son dores accidentales en los ciclos 
vida de los patógenos, aunque los humanos infectados sólo: 

eden actuar como reservorio, como en el caso de la 
ria. 


Los animales contraen una serie de enfermedades in 
ciosas, algunas de las cuales pueden ser transmitidas a 
humanos. Por fortuna, el uso de las prácticas de inmi 
zación y el cuidado veterinario previene la mayoría de 
enfermedades infecciosas en los animales domésticos y 
mita su contagio a los humanos. No obstante, la situa 

es diferente en lo concerniente a los animales salvajes. 
animales salvajes no pueden ser inmunizados rutina 
mente y no reciben cuidados veterinarios. Así, las 
medades animales transmitidas a los humanos (zoor 
ocurren principalmente en poblaciones de animales sal 
jes, habitualmente siguiendo ciclos periódicos, 


Biología y epidemiología 

La rabia es una de las muchas enfermedades que 
primero en los animales y luego se extiende a los hı 
nos bajo ciertas condiciones. El mayor reservorio de la 
bia en Estados Unidos está en animales salvajes 
mofetas, coyotes, zorros y murciélagos. No obstante, 
pequeño pero significante número de casos se han dado 
animales domésticos (Figura 27.1). La rabia es todavía 
enfermedad iı йе en el hombre, en todo el mı 
aproximadamente 35 000 personas mueren anual 
де esta enfermedad, sobre todo en países en vías de 
arrollo donde la rabia todavía es endémica en апі 
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los Estados Unidos. Desde 1990 ha habido 25 casos de rabia en hu- 
manos, 02.5 por año, La rabia es endémica en los animales salvajes de 
los Estados Unidos. El periódico aumento en casos registrados sogu- 
do de varios años de declive es ві resultado de periódicas reemergen- 
дав do rabia en las poblaciones do animales salvajes, especialmente en 
motetas өп el noreste de Estados Unidos. Nótese que hay más de 500 
casos de rabia en animales domésticos, presumiblemente adquiridos 
debido al contacto con animales salvajes. Los datos provienen de los 
Centros para el Control y Prevención de Enfermedades, Atlama, GA, 
EEUU. 


domésticos como perros, y alrededor de un millón de per- 
sonas de todo el mundo recibe tratamiento frente a la ra- 
Ма debido a mordeduras de animales. La rabía es causada 
por un miembro de la familia Rhabdoviridae, Lysa- 
Virus (un virus RNA de cadena sencilla con polaridad ne- 
gativa) (véase Sección 16.8) que infecta el sistema nervioso 
Central de la mayoría de animales de sangre caliente, cau- 
sando invariablemente la muerte si no es tratado. El virus 
presente en la saliva de los animales rabiosóS entra en el 


cuerpo a través de la herida de una mordedura. El virus 
de la rabia se multiplica en el sitio de entrada y después 
viaja hasta el sistema nervioso central. El tiempo de incu- 
bación para que se manifiesten los síntomas es muy va- 
riable, dependiendo del tamaño, de la localización, de la 
profundidad de la herida y del número de partículas ví- 
ricas transmitidas en la mordedura. En perros, el periodo 
de incubación es de 10 a 14 días. En humanos, pueden pa- 
sar más de nueve meses antes de que aparezcan los sín- 
tomas de la rabia. 


Patogénesis 

El virus prolifera en el cerebro (especialmente en el tálamo 
y en el hipotálamo), produciendo fiebre, excitación, dilata- 
ción de las pupilas, salivación excesiva y ansiedad. El mie- 
do a beber (hidrofobía) da lugar a espasmos incontrolables 
de los músculos de la garganta; la muerte, eventualmente 
aparece como consecuencia de la parálisis respiratoria, En 
humanos la rabia no tratada que progresa hasta la fase sin- 
tomática es casi siempre mortal 


y prevención 
Debido a la naturaleza mortal de la rabia, cualquier con- 
tacto con animales infectados debe ser tratado con serie 
dad. Un animal salvaje sospechoso de tener rabia debe ser 
capturado, sacrificado e inmediatamente analizado para 
determinar si está infectado. Si se trata de un animal do- 
méstico como un perro, gato о hurón, especialmente si la 
mordedura no ha sido provocada, se mantiene el animal 
durante diez días en observación para ver sí desarrolla los 
síntomas de la rabia, Si el animal es salvaje y muestra los 
síntomas de la rabia, о no puede hacerse la determinación 
después de diez días, el paciente debe ser inmunizado pa- 
sivamente con inmunoglobulinas frente a la rabía (anti- 
cuerpos purificados frente al virus de la rabia obtenidos de 
un individuo hiperinmune) (véase Sección 22.11), inyectado 
intramuscularmente y en el sitio de la mordedura, El pa- 
ciente debe ser también inmunizado con una preparación 
inactivada del virus de la rabia. Un resumen de las direc- 
trices para tratar posibles exposiciones humanas a la rabia 
se muestra en la Tabla 27.1. Debido a la lenta progresión de 
la rabia en humanos, esta terapia combinada es efectiva en 
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Mordedura no provocada por un animal doméstico 
Ашты! sospechoso de rabit 

1. Sacrificar el animal y comprobar si tiene rabia. 

2 Comenzar el tratamiento inmediatamente”. 


Animal no sospechoso de rabia 

1. Mantener el animal durante diez dias, si no hay síntomas. 
de rabia, no tratar al humano. 

2 S aparecen sintomas tratar al humano inmediatamente”, 


Mordedura por un carnívoro salvaje (mofeta, murcielago, zorro o coyote) 


Animal rabioso 
1. Sacrificar el animal y comprobar si tiene rabia. 

2 Comenzar el tratamiento inmediatamente”. 

Mordedura por un roedor salvaje, ardilla, conejo o ganado 


Consultar a los responsables de la salud local o regional acerca de posibles casos de rabia transmitidos por estos animales (raramente 
transmiten la rabia), Si no ha habido casos registrados, no hay de qué preocuparse. 


"Todas las mondeduras deben ser profundamente lavadas con agua y jalón. El tratamiento es generalmente una combinación de inmunoglobulinas frante a a 
fabia y la vacuna antirábia obtenida por cultivo del virus en леш» celulas dipides humanas (cinco inyecciones intramuscular) 
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casi el 100% de los casos, deteniendo la aparición de la en- 
fermedad. La rabia es diagnosticada en el laboratorio me- 
diante el análisis de muestras de los tejidos. Tests. con 
anticuerpos fluorescentes (véase Sección 24.10) que recono- 
сеп el tejido del cerebro o la cornea infectado por la rabia se 
usan para confirmar el diagnóstico, tanto en un posible ani- 
mal rabioso como en una observación postmortem en el 
caso de humanos. Además, aparecen cuerpos de inclusión 
de los virus característicos en los citoplasmas de las células 
nerviosas, llamados cuerpos Negri, también obtenidos a par- 
tir de una biopsia o en muestras postmortem. 

La rabia puede prevenirse mediante una apropiada 
práctica de inmunización. Diversas vacunas a base de virus 
inactivados son empleadas en Estados Unidos tanto para 
humanos como para animales domésticos, y una impor- 
tante variedad de vacunas con virus inactivados o atenua- 
dos se emplean en todo el mundo, Como comentamos 
anteriormente, la mayoría de los casos de rabía en humanos 
puede prevenirse mediante la pronta inmunización: debi- 
do al largo periodo de incubación, la inmunización pasiva 
y activa de individuos potencialmente expuestos es sufi- 
ciente para prevenir la infección. No obstante, la inmuni- 
zación profláctica по es generalmente recomendada en los 
humanos, excepto en individuos de alto riesgo como vete- 
rínarios о personal de control de animales. 

La estrategia de prevención de la rabia aquí descrita ha 
sido extremadamente efectiva y poco más de tres casos de 
rabia humana por año han sido registrados en Estados Uni- 
dos, casi siempre como resultado de la mordedura de una 
animal salvaje. Los animales domésticos son otra cuestión, 
ya que frecuentemente están expuestos al contacto con ani- 
males salvajes, y todos los perros y gatos deben ser vacu- 
nados a los tres meses de edad y después con dosis de 
recuerdo cada año o cada tres años. Otros animales do- 
mésticos como los grandes animales de granjas son a me- 
nudo también inmunizados frente a la rabia. No obstante, 
la clave en la lucha contra la rabía, al menos en Estados 
Unidos, reside en el control de la enfermedad en el gran 
reservorio que el virus tiene en los animales salvajes (Fi- 
gura 27.1). Si todos o la mayoría de los potenciales reser- 
Vorios de la enfermedad fueran inmunes, la enfermedad 
podría ser detenida e incluso erradicada. Actualmente, las 
vacunas de subunidades en las que genes que producen 
proteinas de la cubierta del virus son expresados en el vi- 
rus vaccinia (virus de la viruela) están disponibles (xase 
Sección 31.6). Debido a que para que sea efectivo han de 
ser administradas oralmente, las vacunas de subunidades 
deben ser incluidas en «trampas alimenticias» (carne ino- 
culada con la vacuna) y usadas para inmunizar a animales 
susceptibles, y así reducir la incidencia y el esparcimiento 
de la enfermedad. Estas vacunas son una buena herra- 
mienta para controlar el reservorio animal de la enferme- 
dad y pueden determinar la erradicación de la misma. 


Y_27.1 Revisión de conceptos 
La rabia infecta inicialmente a animales salvajes en Estados Uni- 
dos, pero puede transmitirse a los animales domésticos o a los. 


humanos. La vacunación de perros y gatos es crucial para el 
control de la rabia. En los países en vías de desarrollo, la rabia 


es endémica en animales domésticos y todavía es una enferme 
dad humana importante. 


Y ¿Por quë la vacuna de la rabia no se administra а los hu- 
manos de forma rutinaria en Estados Unidos? 

2 ¿Cuál es el protocolo para el tratamiento de un paciente 
mordido por un animal que no ha sido atrapado? 

4 ¿Qué ventajas presenta la vacuna oral sobre la parenteral 
en el control de los animales salvajes? 


ЕЈ sindrome pulmonar por hantavirus 


En 1993 un cepa de hantavirus apareció en Estados Unidos 
como la causa de una agudo síndrome respiratorio hoy co- 
nocido como síndrome pulmonar por hantavirus (HPS). 
El brote de hantavirus se podujo en «Four Corners», región 
de Estados Unidos (Arizona, Colorado, Nuevo México y 
UTA) y fue transmitido por una población de roedores (Pe- 
romyscus maniculatis) de esa área, El brote causó 32 muertes 
de 53 adultos infectados, infravalorándose el potencial pe- 
ligro de brotes debido a las en enfermedades que son di- 
rectamente transmitidas por una gran variedad de otros 
animales, muchas veces sobre nuevas о inusuales circuns- 
tancias. Los hantavirus están relacionados con otros mu- 
chos virus que producen fiebres hemorrágicas tales como el 
virus de la fiebre de Lassa o el virus Ébola (véase Sección 
25.10), todos ellos ocasionalmente transmitidos a los hu- 
manos desde los reservorios animales. 


Biología y 
El género Hantavirus es miembro de la familia Bunyavir- 
dae, una familia de virus de RNA de cadena sencilla (mo- 
посаіепагіо) con polaridad negativa y envoltura (véase 
Sección 9.11) (Figura 27.2). La familia Bunyaviridae incluye 
virus que producen el síndrome pulmonar por hantavirus 
(HPS) y la fiebre hemorrágica con sindrome rewal (HFRS). Los 
virus fueron primero detectados en roedores, incluyendo 
ratones, ratas de diferentes especies, conejos de Noruega y 
campañoles, y ocasionalmente en otros animales. Las ce 
pas de HFRS también encontradas en roedores son más co- 
munes en el hemisferio oriental y han sido relacionadas con 
un importante número de brotes de HFRS en los últimos 
años. Más de 200 000 casos por año han sido reconocidos 
principalmente en China, Corea y Rusia, La cepa HSP tie- 
ne mayor incidencia en el hemisferio oeste y la continuada 
investigación de la ecología de estos virus es probable que 
desvele nuevas cepas patógenas de éstos. 

Los hantavirus se transmiten más frecuentemente por 
la inhalación de excrementos de roedores contaminados 
соп el virus. Los humanos parecen ser un hospedador ac- 
cidental y sólo son infectados cuando están en 
roedores y sus heces, Por ejemplo, todos los indi 
adquirieron HPS en el brote de Four Corners habían esta- 
до expuestos a ratones o а sus desechos como resultado del 
cálido invierno de 1993 y un inusual aumento del número 
de roedores (véase Sección 25.10). La vía de transmisión a 
través de aerosoles es más frecuente cuantos más aerosoles 
se han generado, debido al polvo producido a partir de la 
orina о las heces desecadas de los ratones. Hay casos muy 
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IEEE Hantavirus (a) Fotografia electrónica del hantavirus Sin Nombre. La fecha indica uno de los vrus, El vrus mido apronmadamente 
0.1 micras de dimero. (6) Tinción inmunológica de los antígenos del hantavirus Andes en macrófagos alveolares. Cada granulo azul oscuro in- 
dica la infección de un macrótago (aproximadamente de 15рт de diámetro). Los hantavirus pertenecen a la tamilia Bunyaviridae y, como muchos 


rus flogenéticamente similares (por ejemplo al virus del Valle del Rif о el virus Ebola) producen fiebres hemorrágicas con una tasa de mort 


dad muy alta en humanos, 


raros de transmisión persona a persona, al igual que lo es 
la infección por la mordedura de un roedor. 


Patología, diagnóstico, tratamiento 

y prevención 

El síndrome pulmonar por hantavirus se caracteriza por 
fiebre repentina, mialgia, trombocitopenia (reducción del 
número de plaquetas en sangre), leucocitosis (incremento 
еп el número de linfocitos circulantes) y pérdida de fluido 
por los capilares pulmonares. La muerte ocurre en cuestión 
de algunos días en el 50% delos casos, usualmente debido 
û un shock unido a complicaciones cardiacas determina- 
das por el edema pulmonar (а liberación de líquido en los 
pulmones que causa asfixia). Estos síntomas son los tipi- 
cos del virus Sin Nombre que provocó el brote en Four Cor- 
ners, sin embargo gran variedad de otros síntomas puede 
aparecer dependiendo de la cepa del virus que cause la en- 
fermedad. Por ejemplo, la cepa Bayou, común.en los roe- 
dores del sureste de Estados Unidos también causa fallos 
renales. 

Silos hantavirus aislados de infecciones pueden ser cul- 
tivados en cultivos de tejidos (véase Sección 9.11), la cepa 
puede ser identificada por técnicas serológicas como los en- 
sayos de reducción y neutralización en placa. Frecuente- 
mente se realiza ELÍSA en pacientes, para determinar la 
presencia de anticuerpos, lo que indica la exposición y el 
desarrollo de una respuesta inmunitaria (véase Sección 
24.11), o la presencia del genoma vírico, que indica infección 
y es detectado mediante PCR (reacción en cadena de la po- 
limerasa) usando sangre o muestras de tejido del paciente 
(véase Sección 24.1). 

No existe tratamiento específico frente al virus ni vacuna 
рага ninguno de los hantavirus. La enfermedad puede ser 
prevenida evitando el contacto соп los roedores y con su há- 
bitat, ya que el principal modo de transmisión es a través de 
los excrementos de los roedores. La reducción de la exposi- 


ción implica la destrucción del hábitat de los roedores, y la 
restricción de sus fuentes de alimento (por ejemplo, almace- 
nando la comida en contenedores cerrados) y programas 
agresivos de exterminación de roedores. La prognosis a lar- 
go plazo para la erradicación de la enfermedad es muy po- 
bre debido al considerable porcentaje de la población de 
roedores de una determinada área que se encuentra infecta- 
Чо por una cepa local de hantavirus. Por ejemplo, pruebas se- 
rológicas retrospectivas de los DEER МІСЕ en la zona de 
Four Corners en 1993 indicaron que el 30% de la población 
local de ratón era portadora del hantavirus Sin Nombre. 


/_27.2 Revisión de conceptos 


Los hantavirus aparecen en todo el mundo en las poblaciones de 
roedores, produciendo enfermedades serias por el síndrome 
pulmonar de los hantavirus (HPS) que accidentalmente puede 
llegar a los humanos. En Estados Unidos, las infecciones por 
hantavirus no fueron registradas hasta 1993, 


4 ¿Por qué no se reconoció en Estados Unidos hasta 1993 que 
los hantavirus eran un importante problema de salud pú- 
blica? 

4 Describa la transmisión de los hantavirus a los humanos, 
¿Cuáles son las medidas efectivas para prevenirla infección 
рог hantavirus? 


ENFERMEDADES TRANSMITIDAS 
POR ARTRÓPODOS 


Los patógenos pueden ser transmitidos a los hospedado- 
res por la picadura de un artrópodo infectado que funcio- 
па a modo de vector de infección. En muchos casos, сото 
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еп el de las enfermedades producidas por Rickettsia, los 
humanos son hospedadores accidentales del patógeno. No 
obstante, los humanos infectados pueden jugar un papel 
crítico en el cielo de vida del patógeno, como en el caso de 
la malaria. 


| peerage 


Las Ricketsin son bacterias pequeñas estrictamente intrace- 
lulares en vertebrados, habitualmente mamíferos y que es- 
tån asociadas en algún punto de su ciclo vital con artrópodos 
chupadores de sangre como pulgas, piojos o garrapatas. Ya 
comentamos la biología de las Rickettsia en la Sección 12.13. 
Las Rickettsia producen una variedad de enfermedades en 
humanos y animales, las más importantes de las cuales son 
la fiebre tifoidea, la fiebre de las Montañas Rocosas y la ehr- 
lichosis, Las Rickettsia toman su nombre de Howard Ricketts, 
científico de la Universidad de Chicago que fue el primero 
en demostrar su existencia y que murió como consecuencia 
de la infección con la ricketsia que produce el tifus, Ricket!- 
sia prowuzekij, No se ha conseguido cultivar las Rickettsia en 
medios artificiales pero sí en animales de laboratorio, piojos, 
еп cultivo de cólulas de mamiferos y en el saco de embrio- 
nes de garrapatas. En animales, el crecimiento tiene lugar 


las Rickettsia no se han cultivado en cultivo axéni- 
co en el laboratorio, el genoma de Rickettsia prouwzeki de 
1.1 Mb ha sido secuenciado (véase Sección 153). Basandonos 
еп la homología con otras secuencias genómicas, estos ра- 
rásitos intracelulares están muy relacionados con las mito- 
condrias humanas. Como en las mitocondrias, el genoma de 
ricketsia se ha reducido en tamaño hasta contener un con- 
junto de genes necesarios y suficientes para su dependen- 
cia intracelular. Las ricketsias carecen de muchos de los genes 
necesarios para un metabolismo energético independiente 
о para la biosíntesis de estructuras. El genoma de ricketsia 
contiene un grupo de genes, muy relacionados con el operón 
virB del patógeno de plantas Agrobacterium tumefaciens (oda- 
se Sección 19.21). Este operón codifica componentes de los 
determinantes de virulencia implicados en la transferencia 
de DNA y sistemas de exportación de proteínas. Así pues, la 
secuencia del genoma muestra la dependencia intracelular 
y la virulencia de estos patógenos. 

Las Rickettsia se dividen en tres grupos, según las en- 
fermedades que producen. Los grupos son: (1) el grupo del 
tifus, рог Rickettsia prowazekii; (2) el grupo de la fiebre man- 
chada, por Rickettsia rickettsii: y (3) el grupo de la ehrlichiosis, 
por Ehrlichia chaffeensis. Aquí examinaremos un ejemplo de 
un patógeno de cada grupo. 


El grupo del tifus: Rickettsia prowazekii 

El tifus es causado por Rickettsia prowazekii. La epidemia del 
tifus se transmite entre los humanos por los piojos del cuer- 
ро о de la cabeza, El reservorio animal del tifus son los hu- 
manos y puede ser una enfermedad muy sería. Durante la 
primera guerra mundial una epidemia de tifus se extendió 
por todo el este de Europa y causó al menos tres millones de 
muertes. El tifus ha sido un problema entre las tropas mili- 


tares durante los tiempos de guerra. Debido a la insalubri- 
dad y lo apurado de las condiciones características de las 
operaciones de infantería en tiempo de guerra, los piojos se 
extienden fácilmente entre los soldados, y el tifus alcanza 
proporciones epidémicas, Hasta la segunda guerra mundial 
el tifus causó más muertes en militares que el combate. 

Las células de К. prowazekii se introducen a través de la 
piel cuando el pinchazo producido por la picadura de un pio 
jo se contamina con la heces del mismo, la mayor fuente de 
las células de Rickettsia. Durante un periodo de incubación 
de 1 a 3 semanas, el organismo se multiplica en el interior de 
Jas células que recubren los vasos sanguíneos Los 
síntomas del tifus (fiebre, dolor de cabeza у debilidad gene- 
ral) entonces comienzan a aparecer. Entre cinco y nueve días 
después, una erupción característica se observa en las axilas 
y se distribuye por todo el cuerpo excepto сага, palmas de las 
manos y plantas de los pies. Las complicaciones de las infoc- 
ciones по tratadas de tifus provocan daño en sistema nervio- 
so central, pulmones, riñones y corazón. El tifus epidémico 
tiene una mortalidad del 6 al 30%. La tetraciclina y el cloran- 
fenicol son los más utilizados para controlar а К, prowwzeki 

Rickettsia typhi, el organismo que causa el tifus murino, 
es otro patógeno importante de este grupo. 


La fiebre de las Montañas Rocosas fue reconocida por pri- 
mera vez en el oeste de Estados Unidos alrededor de 1900, 
pero hoy tiene mayor incidencia en el sureste, La fiebre de 
las Montañas Rocosas es causada por Rickettsia rickettsii y se 
transmite a los humanos por diferentes especies de garra- 
patas, las más comunes son las del perro y la de la madera 
(Figura 273). Los humanos adquieren el patógeno desde 
Jas heces de las garrapatas, que son inyectados en el cuer- 
po durante la picadura, o a través del acto de rascarse, lo 
que produce laceraciones por donde entra el patógeno. Las 
células de К. rickettsii, a diferencia de otras ricketsias, crecen 
tanto en el núcleo de la célula hospedadora como еп el ci 
toplasma (Figura 27.30 y 27.3). Después de un periodo de 
incubación de 3 a 12 días, aparecen súbitamente los sínto- 
mas, como fiebre y un fuerte dolor de cabeza, Tras 3 o 5 
dias aparece una erupción en todo el cuerpo (Figura 27.30), 
Problemas gastrointestinales como diarrea y vómitos tam- 
bién son muy comunes, y los síntomas pueden durar hasta 
dos semanas sî la enfermedad no es adecuadamente trata- 
да. La tetraciclina o el cloranfenicol generalmente producen 
una rápida recuperación de la enfermedad si se administra 
al inicio de la misma. 


El grupo de la ehrlichiosis: Ehrlichia 

El género Ehrlichia (véase Sección 12.13) es responsable de 
dos enfermedades transmitidas por garrapatas 
en Estados Unidos, ehrlichiosis monocítica humana (HME) 
y ehrlichiosis granulocítica humana (HGE). Las ricketsias 
que producen estas enfermedades son Ehrlichia chaffeensis 
y un organismo similar o idéntico a Ehrlichia equi, respecti- 
vamente. La aparición de estas dos enfermedades clinica- 
mente indistinguibles se caracteriza por síntomas como los. 
de un catarro que incluye fiebre, dolor de cabeza, malestar, 
y frecuentemente leucopenia (número de leucocitos redu- 
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Rickettsia rickettsii, on agente causante де la fabre de 
las Montañas Rocosas. (a) Cólulas de Rickettsia rickettsii creciendo en 
el citoplasma у nucleo де һетосйов de garrapata. (b) Células de A. 
rickettsii en un hemocito granular de una garrapata de la madera in- 
fectada, Dermacentor andersoni. Fotografia electrónica de transmisión. 
(e) Erupción де la enfermedad en los pies. 


cido) y/o trombocitopenia. Hallazgos en el laboratorio fre- 
cuentemente documentan cambios en la función hepática 
caracterizados por el aumento de una enzima hepática, la 
transaminasa. Además, los linfocitos de la sangre periféri- 
са muestran evidentes inclusiones de células de Ehrlichia 


Erich crafiosrais, a agan causaría dela lv 

Coal monoctica humana (HME). La micrografia electrónica muestra 
inchsionse en un Monaco humano que солбапе grandes caniidadss 
de E. chaffeensis. Las fechas indican dos delas muchas bacterias de 
cada inclusión. E chaffeensis varia antre 300 y 00 nm de chameto, 


(Figura 27.4). Los síntomas, excepto las inclusiones, son si 
milares a los de otras rickettiosis, aunque el género Ehrli 
‘hia es antigénicamente distinto de los miembros de los 
otros grupos de ricketsias. Las gravedad de lasinfecciones 
va desde subclínicas hasta mortales. Complicaciones a lar- 
go plazo en casos progresivos y no tratados pueden incluir 
insuficiencias renales y respiratorias, y serias afectaciones 
neuronales. El diagnóstico se basa en un ensayo de fluo- 
rescencia indirecta con anticuerpos (IFA) de suero del ра- 
ciente (véase Sección 24.10) y también en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de sangre completa 
o de suero del paciente para detectar la presencia de DNA. 
de Ehrlichia (véase Sección 24.13) 

La infección se transmite por las picaduras de garrapa- 
tas infectadas; los reservorios en mamíferos incluyen cier- 
vos y posiblemente roedores, además de los hospedadores 
humanos. Análisis serológicos retrospectivos, en Агеа5 соп. 
relativa alta incidencia de enfermedad transmitida por las 
garrapatas, indican que el HGE puede tener una incidenci 
mayor que la fiebre de las Montañas Rocosas. La mayoría 
de las infecciones no son apropiadamente identificadas de- 
bido a lo variable de la naturaleza de los síntomas. Sin em- 
bargo, desde 1985 más de 800 casos han sido verificados en 
Estado Unidos por los Centros de Control de Enfermeda- 
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des. Desde 1998, la ehrlichiosis ha sido una enfermedad re- 
conocida nacionalmente (véase Sección 25.8) y en 1999, el 
primer año de recuento, fueron diagnosticados más de 300 
casos, con НМЕ concentrado en el noreste y en los estados 
dela zona atlántica central; y en el HGE centrado en los es- 
tados de la zona atlántica sur y Arkansas. Estos patrones 
sugieren que la ehrliasis será más de acuerdo los 
médicos estén más familiarizados con ella. El número de 
casos está incrementándose y representan, como la enfer- 
medad de Lyme (véase Sección 27.4), una enfermedad emer- 
gente transmitida por garrapatas. 

Сото otras infecciones transmitidas por garrapatas, las 
actividades en el campo en zonas donde hay garrapatas in- 
fectadas es el mayor factor predisponente a la adquisición 
Че la enfermedad: jugadores de golf y excursionistas están 
particularmente expuestos. La prevención individual im- 
plica reducir la exposición a las garrapatas y a su picadura 
evitando su hábitat, vistiendo ropas apropiadas para evitar 
las picaduras y mediante la aplicación de repelentes de in- 
sectos. En cuanto a la protección de la comunidad, las 
blaciones de garrapatas pueden ser reducidas mediante la 
aplicación extensiva de acaricidas (productos químicos es- 
pecíficamente tóxicos para las garrapatas y artrópodos re- 
lacionados) y la eliminación del hábitat de las garrapatas, 
como son la hojarasca y los arbustos. La doxiciclina, un de- 
rivado de la tetracilina semisintética, es el antibiótico ade- 
cuado para los tratamientos de ehrlichiosis. 


Otras enfermedades producidas por ricketsias 
La fiebre Q es una infección similar a una neumonía causa- 
da por un parásito intracelular estricto, Coxiella burnetii, 
relacionado con las ricketsias (ase Sección 12.13). Aunque 
no se transmite a los humanos directamente por la picadu- 
ra de un insecto, el agente etiológico de la ficbre О ез trans- 
mítido a los animales por la picadura de insectos, y varios 
artrópodos sirven como reservorio de la misma. Los ani- 
males domésticos generalmente tienen infecciones inapa- 
rentes, pero pueden tener grandes cantidades de células de 
С. burnetii en su orina, heces, leche y otros fluidos corpora- 
les. El contacto con estos animales o sus productos es una 
fuente de infección para los humanos. El resultado es una 
enfermedad similar a la gripe que puede progresar produ- 
ciendo una prolongada fiebre, dolor de cabeza, escalofríos, 
dolor en el pecho, neumonía y endocarditis. La confirma- 
ción de la infección con С. burnetii puede realizarse por una 
variedad de pruebas inmunológicas diseñadas para medir 
los anticuerpos del hospedador frente al patógeno. Una 
prueba con anticuerpos fluorescentes (IFA) es la prueba se- 
rológica de elección (vénse Sección 24.10). Las infecciones 
por С. burnetii responden a la tetraciclina y la terapia se 
debe empezar rápidamente en cualquier caso 

de ерге О para prevenir el daño cardiaco, Por último, la 
fiebre О es una de las enfermedades infecciosas que se han 
estudiado como posible agente para armas biológicas (véa- 
se Sección 25.11) 

El tifus de los matorrales (o de las malezas), о enferme- 
dad tsutsugamushi, está restringido a Asia, India y Australia, 
y es causado por Orientia tsutsugamushi. Aunque la enfer- 
medad es similar al tifus, es transmitida por ácams а su hos- 
pedadores normales, los roedores. 


Diagnóstico y control de las enfermedades 
causadas por Rickettsia 

En el pasado, las infecciones por ricketsias eran muy dificiles 
de diagnosticar ya que la erupción característica de muchas 
de estas enfermedades puede ser confundida con el saram- 
pión, la escarlatina o reacciones adversas a medicamentos. 
Las confirmaciones clínicas de las enfermedades causadas 
por ricketsias has sido muy favorecidas por la introducción 
de reactivos inmunológicos específicos, Entre ellos están în- 
cluidos las pruebas basadas en anticuerpos que detectan an- 
tigenos de superficie del patógeno por inmunofluorescencia, 
ensayos de aglutinación de bolas de látex y análisis de ELI- 
SA (véanse Secciones 24.8, 24.10 y 24.11) y ensayos de PCR 
(véase Sección 24.13). El control de la mayoría de las enfer- 
medades causadas por las ricketsias requiere el control de los 
vectores de transmisión: piojos, pulgas y garrapatas. Para 
personas que atraviesen zonas arbóreas, se recomienda el uso 
de repelentes de insectos, ya que previene normalmente de 
las picaduras, Las garrapatas firmemente unidas al 

dior deben ser retiradas con pinzas y con cuidado de nú 
dejar partes del parásito (como la cabeza) dentro del hospe- 
dador. Un solvente como el etanol, aplicado con un algodón, 
facilita la eliminación del parásito. Aunque se dispone de una 
vacuna para la prevención del tifus, la escasez de casos те 
gistrados no recomienda la administración general. Actual- 
mente no hay vacunas disponibles para la prevención de la 
fiebre de las Montañas Rocosas о la ehrlichiosis. 
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Las ricketsias son patógenos intracelulares estrictos transmitidos 
por artrópodos. La mayoría de estas infecciones están controla- 
das por la terapia antibiótica, pero el diagnóstico y el reconoci- 
miento temprano de estas enfermedades es aún dificil. 


Y ¿Cuáles son los: vectores para el tifus, la fiebre de 
las Montañas Rocosas y la ehrlichiosis? 

4 ¿Cuáles son los mamiferos hospedadores pora las anterio- 
res enfermedades? 


| 27.4 Entermedad de Lyme 


La enfermedad de Lyme es una enfermedad emergente 
transmitida por garrapatas, que afecta al hombre y otros 
animales. La елі 1d de Lyme debe su nombre a Old 
Lyme, en Conneticut, donde se recogieron los primeros ca- 
sos y donde llegó a ser la enfermedad transmitida por ga- 
rrapatas con mayor incidencia en Estados Unidos, 


Biología y epidemiología 

La enfermedad de Lyme es causada por una espiroqueta, 
Borrelia burgdorferi (véanse Figura 27.5 y Sección 12.34), la 
cual es transmitida principalmente por la garrapata del cier 
vo Ixodes scapularis (Figura 27.6). Las garrapatas que llevan 
las células de В. burgdorferi se alimentan de la sangre de pë- 
jaros, animales domésticos, diferentes animales salvajes y, 
ocasionalmente, del hombre; el ciervo y el ratón de patas 
blancas son los reservorios animales primarios de B, burg- 
dorferi en la región del noreste de Estados Unidos. Sin em- 
bargo, en otras partes del país diferentes especies de ratones 
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Micrografía electrónica de la espiroqueta de Lyme, Во- 
тойа burgdorferi. El diámetro де una célula өв de alrededor de 0.4 ym. 


y garrapatas están implicadas en la transmisión de la e 
medad de Lyme. En la zona ceste de Estados Unidos, Ixodes 
pacificus y la rata de la madera son potenciales vectores y 
hospedadores. 

La enfermedad de Lyme ha sido también identificada 
en Europa у Asia. En Europa la garrapata vector es Ivodes 
ricinus, que también puede llevar Borrelia garinii, otro or 
ganismo que produce los síntomas de la enfermedad de 
Lyme, En los países asiáticos, Borrelia afzelii es transmitida 
рог Ixodes persulcatus y produce la enfermedad de Lyme, En 
todos los casos, diferentes roedores locales has sido iden- 
tificados como reservorios. Así, la enfermedad de Lyme 
parece tener una amplia distribución geográfica y es trans- 
mitida a los humanos por una gran variedad de especies 
relacionadas de Borrelia; diversos roedores actúan como 
reservorios y diferentes garrapatas como vectores. 

La garrapata del ciervo y otros miembros del género son 
mucho menores que cualquier otro tipo de garrapata y por 
tanto es fácil que pase inadvertida (Figura 27.6). А diferen- 
Ча de otras enfermedades transmitidas por garrapatas, un 
porcentaje muy alto (más del 50% en algunas regiones del 
noreste) de las garrapatas del ciervo portan células de В. 
burgdorferi. Un contacto tan extensivo con el vector aumenta 
mucho la probabilidad de la transmisión de la enfermedad. 

En Estados Unidos, la mayoría de los casos de enfer- 
medad de Lyme han sido registrados en el noreste y en la 
región central (MidWest), pero también se han observado 
casos en prácticamente todos los estados, y la enfermedad 
de Lyme se encuentra extendida por todo el país. La Figu- 
ra 27.7 muestra la reciente expansión de la enfermedad de 
Lyme a través de todo Estados Unidos y el rápido aumen- 
to en el número total de casos. 


Patogénesis 
Las células de Borrelia burgdorferi se transmiten a los hu- 
manos mientras la garrapata se está alimentando de la san- 
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jarrapatas del ciervo (жодез scapularis), los princi- 
pales vectores de la enfermedad de Lyme. De izquierda a derecha, 
macho y hembra adultos, ninfas y forma larvaria. La longitud de una 
hembra aduta es de unos 3 mm. Todas las formas se alimentan de los 
humanos y son capaces de transmiti Borrela burgdorfort 


gre (Figura 27.8). Se desarrolla una infección sistémica, de- 
terminando los síntomas de la enfermedad de Lyme, que 
incluyen dolor de cabeza, dolor de espalda, escalofríos y 
fatiga. En alrededor del 75% de los casos, una extensa erup- 
ción, conocida como eritema migrans (eritema crónico mi 
gratorio) (EM), es observada en el sitio de la picadura 
(Figura 27.8). En este momento, la enfermedad de Lyme se 
puede tratar con tetraciclina o penicilina, La enfermedad 
no tratada puede progresar а un estado crónico después de 
algunas semanas о meses de la picadura inicial. La enfer 
medad de Lyme crónica se caracteriza por una artritis en 
el 40 a 60% de los casos, También aparecen afectaciones 
neurológicas como debilidad en las extremidades y «tics» 
faciales en un 15 а 20% de los casos. Alteraciones cardiacas 
ocurren en el 8% del total. El tratamiento del estadio cróni 
со generalmente requiere antibióticos intravenosos. El fár- 
maco ceftriaxona, un antibiótico f-lactámico, es muy activo 
y se usa para el tratamiento de la infección crónica, ya que 
ез uno de los pocos antibióticos capaces de atravesar la Ба. 
rrera hematoencefálica y atacar las espiroquetas residentes 
еп el sistema nervioso central. Si no se sigue tratamiento 
alguno, las células de B. burgdorferi que infectan el sistema 
nervioso central pueden entrar en estado de Tatencia du- 
rante largos periodos de tiempo y después producir gran 
variedad de complicaciones crónicas adicionales, como al- 
teraciones visuales, parálisis facial y ataques. 

No se han identificado hasta la fecha toxinas u otros fac- 
tores de virulencia en la patogénesis de la enfermedad de 
Lyme. En muchos aspectos los síntomas de la enfermedad 
de Lyme latente se parecen а los de la sífilis, causada por 
otra espiroqueta, Treponema pallidum. Además, algunos de 
los síntomas neurológicos de la enfermedad de Lyme se pa- 
тесеп a los de la sífilis crónica (Sección 26.12). No obstante, 
a diferencia de la sífilis, la enfermedad de Lyme no se trans- 
mite a través de relaciones sexuales u otros tipos de con- 
tacto entre personas. Pequeñas cantidades de células de В. 
burgdorferi han sido detectadas en la orina de individuos 
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ШЕПТЕ] четте е уте өл Estados Unidos (a) incidencia del enfermedad de Lyme өп Estados Unidos en 1993. Gada condado 
que registró casos en 1999 se encuentra sombreado; condados con más de 15 casos aparecen en negro. La enfermedad de Lyme se encontró. 
a lo largo de todo Estados Unidos aunque su incidencia fue mayor en el noreste y en la parte superior del medio oeste. (b) Número de casos re- 
tracios de enfermedad do Lyme por ano өп Estada Unidos La enfermedad da Lyme es registrada а танба del Вилити Nacional de рш 
ба de Enfermedades perteneciente в е Censos de Control y Prevención da Entamacades 


infectados y hay algunas datos que indican que esta enfer- 
medad se puede extender a partir de los animales domés- 
ticos, particularmente el ganado, y a través de la orina. 


Tratamiento y prevención 
Se han desarrollado pruebas serológicas para la detección 
de anticuerpos frente a Borrelia burgdorferi. Los anticuerpos 


alrededor de 4 а б semanas después de la infección: 
y pueden detectarse mediante ensayos del tipo de ELISA о. 
ensayos con anti fluorescentes (véanse Secciones 
24.10 y 24.11). Sin embargo, la más definitiva de las pruebas. 
serológicas es la inmunotransferencia (Western blot) ( 
Sección 24.12). Desafortunadamente, los anticuerpos fren- 
te a los antígenos de la espiroqueta de la enfermedad de 
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Гоша 27.8 Pula dei corvo almentándose dela sangre de un 
fumano M) Erupción crcular caracteristica asociada а а enfermedad 
de Lyme. La erupción conocida como entera mgrans (EM) etema 
crónico migratorio), comienza en ї siio de la picadura y crece cen- 
irfugomente де forma circular durante varios dias. Este semplo tpt- 
со mide alrededor de 5 cm de diámetro. 


Lyme persisten durante varios años después de la infec- 
ción, y la presencia de anticuerpos no confiere necesaria- 
mente inmunidad frente a la enfermedad. 

Un ensayo de reacción de cadena de la polimerasa (PCR) 
(vénse Sección 24.13) también ha sido desarrollado para la 
detección de Borrelia burgdorferi a partir de fluidos y tejidos. 
Mientras que los anteriores son rápidos y sensibles, los mé- 
todos de PCR no son capaces de diferenciar entre las célu- 
las vivas de В. burgdorferi durante una infección activa, y 
las células muertas o inactivas de una infección tratada o la- 
tente. 

В. burgdorferi puede ser cultivada a partir de casi el 80% 
de las lesiones de eritema migrans, pero generalmente no se 
hace debido al largo tiempo de latencia del organismo has- 
ta que crece en el medio de cultivo. 

En definitiva, la enfermedad de Lyme se diagnostica ha- 
bitualmente por su sintomatología clínica: si un paciente 
бепе los síntomas de la enfermedad de Lyme y ha estado 


expuesto recientemente a la picadura de una garrapata, es- 
pecialmente si la picadura muestra el eritema migrans, se 
hace un diagnóstico presuntivo de enfermedad de Lyme y 
se inicia el tratamiento con antibióticos, 

La prevención de la enfermedad de Lyme requiere pre- 
cauciones apropiadas para evitar la picadura de las garrapa- 
tas. En áreas infestadas de garrapatas como bosques, zonas 
соп matorrales, etc., se aconseja llevar ropa protectora como 
calzado, pantalones largos, camiseta de manga larga con 
cuello ajustado y puños. Los extremos de los pantalones in- 
troducidos en los calcetines junto.con botas son una efecti- 
va barrera para las picaduras. Después de estar en una zona 
infestada de garrapatas se debe comprobar cuidadosamente 
la presencia de las mismas unidas al cuerpo y eliminarlas 
(incluyendo la cabeza). Repelentes de insectos que conten- 
вап dietil-m-toluamida (DEET) son muy efectivos cuando 
se aplican tanto en la piel como en la ropa. 

Se dispone de una vacuna efectiva frente a la enferme- 
dad de Lyme, que se recomienda a individuos que por su 
profesión o sus actividades deportivas o recreativas estén 
expuestos a las garrapatas о a sus hábitat, Esta vacuna, que 
confiere una alta protección (más del 90%), consiste en una 
proteína antigénica de la superficie de В. burgdorferi (OspA) 
que se expresa en Escherichia coli por un gen recombinante 
conseguido mediante ingeniería genética (nse a Sec- 
ción 316 y 22:11) 


/_27.4 Revisión de conceptos 


La enfermedad de Lyme es actualmente la que mayor inciden- 
а tiene en Estados Unidos entre las enfermedades transmitidas. 
por artrópodos. Se transmite desde diferentes hospedadores ты 
miferos a los humanos a través de las garrapatas. La prevención 
y el tratamiento de la enfermedad de Lyme es sencilla, pero no 
asî su diagnóstico. 


4 ¿Cuáles son los síntomas primarios de la enfermedad de 
Lyme? 

4 ¿Quéantibióticos pueden emplearse en el tratamiento de la 
enfermedad de Lyme? 


[> AA 


La malaria es la enfermedad causada por un protozoo, un 
miembro del grupo de los Sporozoa. Ya explicamos los Spo- 
rozoa como grupo en la Sección 14.6. El parásito de la ma- 
laria es uno de los patógenos humanos más importantes у 
ha jugado un papel extremadamente importante en el des- 
arrollo y extensión de la cultura humana. Además, como ve- 
remos, la malaria ha afectado incluso a la evolución humana, 
La malaria es todavía una enfermedad humana significati- 
үа incluso aunque existen diferentes tratamientos efectivos 
lisponibles: hay alrededor de 100 millones de personas en 
todo el mundo que ahora tienen malaria y, cada año, alre- 
dedor de un millón de ellos muere (vénse Sección 25.1). 


Epidemiología y patogénesis 

El principal reservorio entre los mamíferos de la malaria son 
los humanos. Cuatro especies de esporozoos infectan a los 
humanos, de los cuales el más extendido es Plasmodium vivax 
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y el más importante, Plasmodium falciparum. Este parásito eu- 
¿ariótico desarrolla parte de su ciclo de vida en los humanos, 
y parte en un mosquito que actúa como vector extendiendo 
el parásito de persona a persona (véase Sección 149). Sola- 
mente las hembras de los mosquitos del género Anopholes 
transmiten la malaria. Los mosquitos Anopholes habitan pri- 
mariamente en zonas templadas del planeta y, por tanto, la 
malaria aparece predominantemente en los trópicos y sub- 
trópicos. La malaria no existía en las regiones del norte de 
Norte América antes del asentamiento de los europeos, pero 
es un gran problema en el sur, donde existen apropiadas áre- 
аз para el crecimiento del mosquito. La enfermedad está aso- 
ciada con zonas bajas y pantanosas, y el nombre de malaria 
provienen de las palabras italianas mal aire. 

El ciclo de vida del parásito de la malaria es complejo 
(Figura 27.9). Primero, el hospedador humano es infecta- 
do por esporocilos del plasmodio, células pequeñas y alar- 
рай» que se producen en el mosquito, y que se localizan en 
las glándulas salivares del insecto. El mosquito inyecta sa- 
liva (que contiene un anticoagulante) junto con los esporo- 
citos. Los esporocitos viajan a través del torrente sanguíneo 
hasta el hígado, donde pueden quedar de forma quiescente, 
o crecer y replicarse dando lugar a una fase conocida como 
esquizonle, Los esquizontes se segmentan en un gran nú- 
mero de pequeñas células llamadas merozoítos; estas células 
se liberan del hígado en el torrente sanguíneo. Algunos de 
los merozoitos infectan los glóbulos rojos. El ciclo en los 
eritrocitos procede como en el hígado y habitualmente se re- 
pite en ciclos de 48 horas en el caso de Р. vivax. Es durante 
este periodo cuando aparecen los síntomas de la malaria, 
caracterizados por fiebre de más de 40°С (104°F) seguida de 


escalofríos. Los escalofríos tienen lugar cuando una nueva 
generación de P. vívax es liberada de los eritrocitos. Vómi- 
tos y fuerte dolor de cabeza pueden acompañar los ciclos de 
fiebre-escalofríos, y periodos asintomáticos alternan con 
otros en los que los síntomas típicos se presentan. Debido 
a la pérdida de glóbulos rojos, la malaria causa anemia y 
agrandamiento del bazo. 

Мо todos los protozoos liberados de los eritrocitos son 
capaces de infectar otros glóbulos rojos, a aquéllos que no 
son capaces se les conoce como gametocitos, y son infecti- 
vos exclusivamente para el mosquito. Estos gametocitos 
son ingeridos cuando otro Anopheles pica a la persona in- 
fectada y maduran en el mosquito produciendo gametos. 
Dos gametos se fusionan dando lugar a un zigoto; el zigoto. 
migra gracias a movimientos ameboides a la placa externa 
del intestino del mosquito donde se agranda y forma gran 
cantidad de esporocitos. Éstos son liberados y algunos lle- 
gan a las glándulas salivares desde donde pueden ser ino- 
culados a otra persona, comenzando el ciclo de nuevo. 


Diagnóstico y tratamiento 
El diagnóstico definitivo de la malaria en humanos requie- 
re la identificación de eritrocitos infectados por Plasmodium 
еп muestras de sangre (Figura 27.10). 

La profilaxis (cuando se viaja a áreas endémicas) y el 
tratamiento de la malaria se hace mediante сотди 
cloroquina es el fármaco de elección para tratar los parási- 
tos en los eritrocitos, pero no los mata cuando éstos están 
fuera de las células. El fármaco relacionado llamado primas 
quina elimina los itos, merozoitos y gametos fuera 
de las células. El tratamiento con ambos, cloraquina y pri- 
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ШҮТЕАГ] готовит vivax, ol agente etilógico de la malaria. 


creciendo dentro de eritrocitos humanos. 


maquina, produce la cura de la infección. Sin embargo, en 
individuos que han seguido el tratamiento con ambos fár- 
macos, la malaria puede recurrir varios años después de la 
infección primaria. Aparentemente un pequeño número de 
esporocitos sobrevive en el hígado y reinicia la infección 
meses o años después mediante la liberación de nuevos me- 
тогойов, 

Además, en muchas partes del mundo las cepas de 
Plasmodium han desarrollado resistencias a la cloraquina o 
primaquina, о а ambas, incluso hay cepas que han desarro- 
lado resistencias a otros fármacos. En zonas de reconocidas 
resistencias está Melarona™, una combinación de atova- 
Ччопа y proguanil, recomendado tanto para la profilaxis 
como para el tratamiento. 


Prevención y erradicación 4 
El tratamiento con medicamentos antimalaria es una solu- 
ción muy cara y de poca duración, lo que además se com- 
plica sobremanera por la aparición de cepas resistentes a los 
fármacos empleados. La más eficaz medida de control se 
realiza mediante la ruptura del ciclo de vida del parásito eli- 
minado uno de los hospedadores, el mosquito Anopheles. 
Son posibles dos aproximaciones para el control del 
mosquito: (1) eliminación del hábitat por drenaje de los pan- 
tanos y áreas similares; (2) eliminación del mosquito me- 
diante insecticidas y tratamiento de los pacientes con 
primaquina, para romper el ciclo de vida de Plasmodium. 
Durante los años treinta, alrededor de 33 000 millas de ace- 
guias fueron excavadas en 16 estados del sur, eliminando 
544 000 acres de áreas de hábitat del mosquito. Millones de 
galones de aceite fueron también extendidos en los panta- 
поз para reducir la cantidad de oxígeno necesaria para las 
larvas. Con el descubrimiento del insecticida diclorodife- 
niltricloroetano (DTT) (Figura 19.49), fue posible el control 


químico tanto de la larva como del mosquito. Durante la 
Segunda Guerra Mundial, el Servicio de Salud Publica or- 
ganizó una Oficina de Control del Mosquito en Áreas de 
Guerra y, dado que muchas bases militares estaban en los 
estados del sur, esta organización llevó a cabo una extensi- 
va erradicación en Estados Unidos y en las zonas de ultra- 
таг. En 1946, un año en el que hubo 48 610 casos de malaria 
en Estados Unidos, el Congreso estableció un programa de 
erradicación de la malaria de cinco años de duración, En 
áreas endémicas el programa incluía profilaxis y regímenes 
de tratamiento рага las personas, además de tratamiento 
соп РТТ para la eliminación del mosquito. En 1953 solo 
hubo 1310 casos de malaria; en 1935 hubo alrededor de 
4000 muertes por malaria; en 1952 sólo hubo 25 muertes. 
Así pues, el miedo a la malaria, actualmente, en Estados 
Unidos es mínimo. No obstante, la malaria endémica ha apa- 
recido en los últimos años, aunque con muy pocos casos, in- 
cluso muy al norte, como en Nueva York, El incremento en 
los casos de malaria puede ser debido a la malaria impor- 
tada por soldados o inmigrantes que vienen de áreas en- 
démicas (Figura 27.11) pero hay, de promedio, menos de 
una muerte anual debida a la malaria en Estados Unidos. 

Enotras partes del mundo, la erradicación ha sido mucho 
más lenta, pero las mismas medidas de control han sido to- 
madas y son aún efectivas. La reducción del hábitat del mos- 
quito, el control de los mosquitos con insecticidas (el DTT 
уа no se emplea debido a los problemas ambientales que ge~ 
nera, pero otros insecticidas muy efectivos están disponibles) 
y el tratamiento de individuos infectados con medicamentos 
tanto para la cura como para la profilaxis, son las principa- 
les estrategias seguidas para el control de la malaria. Adi- 
cionalmente, diferentes vacunas profilácticas experimentales 
se encuentran actualmente en fase de ensayos clínicos, 


La malaria y la evolución bioquímica 

de los humanos 

La malaria ha sido, indudablemente, endémica en África du- 
rante miles de años. En habitantes de África del oeste, la re- 


1974 1979 1984 


Año. 


[MEA "ооеоса де ia malaria en Estados Unidos. Hay ac- 


tualmente alrededor de 1000 casos de malaria por año, Casi todos son 
importados, con sólo unos pocos casos de áreas endémicas. Antes 
де 1947, habia al menos 48 000 casos por año, la mayoría de áreas en- 
'démicas. Los datos provienen de los Centros de Control y Prevención 
de Enfermedades, Atlanta, GA, EEUU. 
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sistencia a la malaria producida por Plasmodium falciparum 
se asocia con la alteración de una proteína de los glóbulos ro- 
jos, la hemoglobina S, donde el aminoácido neutro valina es 
sustituido por el ácido glutámico de la hemoglobina A. La he- 
bina 5 une oxígeno menos eficientemente que la he- 
moglobina A. Bajo condiciones de baja concentración de 
oxigeno, la hemoglobina S forma agregados largos у delga- 
dos que hacen que los glóbulos rojos cambien de su forma re- 
dondeada bicóncava (Figura 22.4) а una forma alargada de С. 
Debido a la forma de la célula, esta condición se conoce como 
célula hoz. Individuos homocigóticos para el fenotipo de cé- 
lulas hoz son particularmente susceptibles a los cambios en 
la concentración de oxígeno y sufren de anemia falciforme. 

Los individuos heterocigóticos para la hemoglobina 5 
tienen el fenotipo de células hoz y una incrementada re- 
sistencia a la malaria. Estas personas a pesar de tener las 
células en forma de hoz, no muestran los problemas de 
transporte de oxígeno que tienen los homocigóticos, Sin 
embargo, el crecimiento de P. falciparum en el interior de 
los eritrocitos produce que las células de los individuos 
heterocigóticos manifiesten el fenotipo de hoz más fácil- 
mente que las células no infectadas. La agregación de la 
hemoglobina 8 en el interior de los eritrocitos, aparente- 
mente, rompe la membrana de las células permitiendo que 
el potasio difunda al medio. Р. falciparum no puede crecer 
en el medio pobre en potasio que es ahora el eritrocito con 
su membrana alterada, Así pues, la personas con eritroci- 
tos en forma de hoz son resistentes a la malaria 

En ciertas regiones mediterráneas donde la malaria es 
endémica, la resistencia a P. falciparum es asociada a una 
deficiencia en los glóbulos rojos de una enzima llamada 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), una enzima que 
actúa como un componente antioxidante intracelular (re- 
duciendo). La falta de G6PD determina altos niveles de 
oxidantes intracelulares tales como H202 (realmente pro- 
ducido dentro del glóbulo rojo por el crecimiento de P. fal- 
ciparum). Los altos niveles de oxidantes dañan las mem- 
Ъгапа del parásito y limitan el crecimiento del mismo. 

En muchas poblaciones mediterráneas, un diverso gru- 
po de anormalidades genéticas afectan a la producción y 
eficiencia de la hemoglobina, Todas ellas son conocidas 
colectivamente como talasemias. Las talasemias están tam- 
bién estadística y geográficamente relacionadas con la re- 
sistencia a la malaria y, como la deficiencia de G6PD, están 
asociadas a niveles reducidos de antioxidantes en los gló- 
bulos rojos, 

La hemoglobina 5, la deficiencia de G6PD y las talase- 
mias son mutaciones genéticas que parecen conferir resis- 
tencia a la infección por malaria, aunque las mutaciones 
también confieren anormalidades en los linfocitos y defi- 
ciencias en el procesamiento de oxígeno, 

Otro caso en el que el parásito de la malaria influenció 
еп la evolución está relacionado con el complejo principal 
de histocompatibilidad (MHC) y el sistema inmunitario 
(véanse Secciones 23.2 y 23.3). Como se discutió previamen- 
te, las proteínas del МНС de clase 1 y de clase П presentan 
antígenos a los linfocitos Т en el inicio de la respuesta in- 
munitaria. En zonas del oeste de África donde hay malaria, 
los individuos poseen un tipo particular de MHC de clase 
Гу de clase П. Estos particulares tipos de МНС selecciona- 


dos son prácticamente desconocidos fuera de esta zona de 
Africa. Los individuos que expresan estos genes disponen 
Че mucha mayor resistencia a las manifestaciones severas 
о mortales de la malaria, incluso, que aquéllos que tienen 
hemoglobina S. Estas particulares proteínas del MHC son 
excepcionalmente buenas presentadoras de antígeno para 
ciertos antígenos de la malaria, confiriendo una protectiva 
resistencia a la infección por Pasmodium sp. como resultado 
de la poderosa respuesta inmunitaria que inician. 

Al igual que las variantes de la hemoglobina, el parási 
to funciona como un poderoso agente de selección de genes 
individuales importantes para la supervivencia del hospe- 
dador: individuos con genes particulares del МНС tienen 
una ventaja en cuanto a supervivencia у, por tanto, más po- 
sibilidades de reproducción y de pasar los genes que con- 
fieren la resistencia a su progenie. 

Así, diferentes evidencias indican que la malaria ha sida 
un agente de selección en la evolución humana. Otros pa- 
tógenos, tales como Mycobacterium tuberculosis (tuberculo: 
sis, Sección 27.6) y Yersinia pestis pueden, también, haber 
producidos cambios evolutivos en los humanos, pero en 
ningún caso las evidencias son tan claras como lo son en el 
de la malaria. 


У 27.5 Revisión de conceptos 


La malaria es una enfermedad infecciosa transmitida por un 
mosquito, ampliamente extendida pero principalmente afectan 
doa las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Esla ma- 
yor causa de morbilidad y mortalidad en los países en desarrollo 
y ha sido un factor de selección para diferentes genes de resise 
tencia La enfermedad se puede prevenir con una combinación: 
де medidas tanto de salud pública como quimioterapéutica 

Y ¿Cómo se puede prevenirla malari4? 

Z Resuma los mecanismos genéticos responsables de la resis 


tencia a la malaria. ¿Por qué no se encuentran genes an 
malaria en todos los humanos? 


Y ¿Cuál es el reservorio natural de Plasmodium sp.? 


Las pandemias de peste han sido más directamente 
ропваЫев del mayor número de muertes que cualquier ot 
enfermedad infecciosa en el hombre, con excepción de li 
malaria y la tuberculosis. La peste mató entre el 25 y el 
dela población europea en las epidemias de la Edad Media, 


Biología y epidemiología 

La peste es causada por Yersinia pestis, bacteria Gram 
tiva, con forma de varilla, aeróbica facultativa y del gru 
de las enterobacterias (véase Sección 12.11). La peste es 
enfermedad propia de los roedores tanto salvajes como 
'mésticos; las ratas son el reservorio primario de la 

dad. Los humanos son hospedadores accidentales y no 
críticos para el mantenimiento de la enfermedad. Los 


tos mamíferos hospedadores (Figura 27.12). La mayoría. 
las ratas infectadas mueren antes de que aparezcan los: 
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La epidemiología de la peste debida а Yersinia pes 
la mayoría de los roedores salvajes es una infección 
ligera. La peste en ratas y en humanos өв frecuentemente mortal. Pul- 
gas infectadas abandonan al hospedador muerto өп busca de otros, 
сото los humanos, un hospedador accidental 


tomas, pero una baja proporción desarrolla una infección 
crónica que sirve como fuente de virulentas Y. pestis. La ma- 
yoría de los casos de peste en humanos en Estados Unidos 
ocurrió en los estados del suroeste, donde la enfermedad es 
endémica entre los roedores salvajes (peste selvática) 

La peste es transmitida por la pulga de la rata (Xenops- 
yila cheopis), la cual ingiere Y. pestis al alimentarse de la san- 
gre de animales infectados. Las células se multiplican en el 
intestino de la pulga y pueden ser transmitidas а otro апі- 
ımal en la siguiente picadura. De acuerdo a la extensión de 
la infección, la mortalidad entre las ratas se hace enorme y 
las pulgas infectadas buscan nuevos hospedadores, inclu- 
yendo a los humanos, Una vez en los humanos, las células 
de Y. pestis viajan a los nódulos linfáticos, donde causan la 
formación de áreas hinchadas conocidas como bubons. Por 
esta razón la enfermedad es muchas veces conocida como 
peste bubónica (Figura 27.130). Los bubones se llenan de cé- 
lulas de Y. pestis, las cuales no son fagocitadas por los ma- 
crófagos gracias a la cápsula que forman (véase Sección 
22.2), Los bubones secundarios se forman en los nódulos 
linfáticos periféricos, y las células eventualmente entran en 
el torrente sanguíneo, causando una septicemia general. 


Múltiples hemorragias producen los típicos parches negros 
en la piel, lo que le dio a la peste el histórico sobrenombre 
de «la muerte negra» (Figura 27.130). Si no es tratada antes 
dela fase septicémica, los síntomas de la peste, incluyendo 
el fortísimo dolor de los nódulos linfáticos, la postración, el 
shock o delirio, progresa y habitualmente causa la muerte 
епЗа5 días. 


Patogenia 

La patogenia de la peste no es claramente conocida, las cé- 
tulas de Yersinia pestis producen un número de moléculas 
antigénicamente diferentes, incluyendo toxinas que indu- 
dablemente contribuyen en el proceso de la enfermedad. 
Los antígenos V y W de la pared de У. pestis son complejos 
proteína-lipoproteína que inhiben la fagocitosis. Otras pro- 
teínas de la envuelta también están presentes, Una exoto- 
xina llamada toxina murina, debido а su extrema toxicidad 
en los ratones, es producida por cepas virulentas de Y. pes- 
tis. La toxina murina es un inhibidor respiratorio que blo- 
quea el transporte de electrones en la mitocondria en el 
punto de la coenzima О (Sección 5.12), Aunque no está cla- 
ro que la coenzima О esté involucrada en la patogónesis de 
la peste en humanos (la toxina murina es muy tóxica para 
unos animales pero по para otros), produce shock sistómi- 
co, daño en el hígado y angustia respiratoria en ratones. To- 
dos estos síntomas son observados también en la peste 
humana. Y. pestís también produce una endotoxina alta- 
mente ínmunogénica que puede también jugar algún pa- 
ре! en el desarrollo de la enfermedad. 


Otras formas de peste 

La peste neumónica ocurre cuando Yersinia pestis es inhalada 
directamente o alcanza los pulmones durante la peste bu- 
bónica (Figura 27.13c). Los síntomas no se hacen patentes 
hasta el último o los dos días últimos de la infección, cuan- 
do se emiten gran cantidad de esputos sanguinolentos. Los 
individuos no tratados apenas sobreviven más de dos días. 
La peste neumónica es altamente contagiosa y puede trans- 
mitirse rápidamente de persona a persona por la ruta res- 
piratoria si los individuos afectados no son inmediatamente 
puestos en cuarentena. La peste septicómica implica el rápí- 
do esparcimiento de Y. pestis por todo el cuerpo a través 
del torrente sanguíneo, sin la formación de bubones y cau- 
sando la muerte generalmente antes de poder ser diagnos- 
ticada. 


Tratamiento y control 

La peste se puede tratar con éxito si se diagnostica rápida- 
mente. La infección de Yersinia pestis se trata con streptomi- 
cina y alternativamente con tetraciclina. A los individuos 
expuestos a la peste neumónica, la tetraciclina se recomien- 
да como profilaxis. Si el tratamiento se inicia rápidamente, 
la mortalidad por peste bubónica se puede reducir hasta шп 
1 а 5% de los infectados. La peste neumónica y septicómica 
también pueden ser tratadas, pero estas formas progresan 
tan rápidamente que la terapia con antibióticos, incluso si es 
comenzada cuando los síntomas aparecen, es demasiado 
lenta. Aunque potencialmente nos encontramos ante una 
enfermedad devastadora, en la última década sólo hubo 89 
casos de peste en Estados Unidos (Figura 27.14). Desgra- 
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Causante de la peste. Las cólulas se muestran como células muy pequeñas y azules en el tejido pulmonar de una victima de peste neumónica. 


Casos registrados. 


1969 


1974 1979 1984 


Año 


ITA pesto өс Estados Unidos. Desde 1990 а 1999, sólo 


89 casos у muertes han sido registradas. Los datos son de los Cen- 
tros de Control y Prevención de Enfermedades Infecciosas (СОС), 
Atlanta, EE.UU. 


1989 1994 1999 


ciadamente 8 murieron (índice de mortalidad del 9%). En 
todo el mundo hay menos de 1500 casos confirmados y me- 
nos de 300 muertes por año. 

El control de la peste pasa por la vigilancia de animales 
infectados, vectores y contactos con humanos. Las pobla- 
ciones de animales infectados por la peste deben ser des- 
truidas cuando aparezcan. Sin duda, prácticas de salud 
pública mejoradas у sobre todo el control de los roedores 
han limitado la exposición humana a la peste. La preven- 
ción debe venir acompañada por la inmunización con una 
vacuna muerta con formalina, pero debido а que la inci- 
dencia es muy baja, la inmunización sólo se recomienda en 
individuos con alto riesgo de exposición. 


/ 27.6 Revisión de conceptos 


La peste está muy confinada en individuos que están en con- 
tacto con poblaciones de roedores que son reservorios endémi- 
cos de Yersinia pestis. Una infección diseminada de forma 
sistémica a menudo determina la muerte inmediata, pero las in- 
fecciones localizadas se pueden tratar con antibióticos. 


4 Distinga entre peste bubónica, septicémica y neumónica. 
/ ¿Cuál es el insecto reservorio, el hospedador natural y el 
tratamiento de la peste? 
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Formas рса de hongos patógenos (aj Forma de levadura de Oypiococcus neoformans, teñido con iia nda para montar 


а cápsula. Las сөм 


зоп de entre 4 y 20 micras. (b) Sporothnx schencki, mostrando la morfologia flamentosa ramificada propia de la forma de 


moho de los hongos. Las basidioesporas redondas son de alrededor de 2 micras de diámetro. 


HI ENFERMEDADES TRANSMITIDAS 
A PARTIR DEL SUELO 


Vamos a tratar en este capítulo las enfermedades que nor- 
malmente se transmiten a partir del suelo. Los hongos son 
microorganismos ubicuos en los suelos de todo el mundo, 
y algunos de ellos pueden comportarse como patógenos. 
Algunas bacterias también son patógenos importantes 
transmitidos a través del suelo, A diferencia de los patóge- 
nos transmitidos de persona a persona о а través de vecto- 
res, los patógenos transmitidos por el suelo son patógenos 
accidentales con un ciclo de vida independiente del hos- 
pedador accidental. Hay que tener en cuenta que el suelo 
es un reservorio ilimitado de patógenos y que estos pató- 
genos no pueden ser eliminados debido a lo vasto de su re- 
servorio. 


ЕДА tos hongos patógenos 


Muchos hongos se encuentran en la naturaleza como sapro- 
fitos de vida libre. Entre ellos hay unos pocos que ocasio- 
nalmente actúan como patógenos ocasionales y a menudo 
oportunistas, 


Biología y epidemiología 

Los hongos crecen bajo diferentes morfologías y práctica- 
mente en todos los nichos ecológicos, pero son particular- 
mente frecuentes en los materiales en descomposición del 
suelo, En los hongos se incluyen los organismos eucarióticos 
comúnmente conocidos como levaduras, que normalmente 
crecen como células individuales (Figura 27.154), y los mohos 
que normalmente crecen en forma de cadenas ramificadas 
llamadas hifas (Figura 27.150). La taxonomía y diversidad 
biológica de estos organismos ya han sido abordadas en la 
Sección 14.9. Afortunadamente la mayoría de los hongos 


son inocuos para los humanos. Solamente unas 50 especies 
causan enfermedades en humanos у la incidencia total de 
infecciones fúngicas serias es baja, aunque ciertas infec 
nes fúngicas superficiales sean bastante comunes. 

Los hongos causan enfermedades a través de tres me- 
canismos fundamentales, Primero, algunos hongos deter- 
minan reacciones inmunitarias que pueden resultar en 

acciones alérgicas (hipersensibilidades) después de la е 
posición a los antígenos del hongo (véase Sección 22.13), La 
exposición a los hongos, mientras éstos crecen en el hospe- 
dador o en el ambiente, puede causar síntomas alérgicos 
cuando ocurre una re-exposición. Por ejemplo, Aspergillus 
ssp. (véase Sección 14.19) un saprofito comúnmente encon- 
trado en la naturaleza como un moho de la hojarasca, es un 
Potente y muy común alérgeno, que causa asma y otras re- 
acciones de hipersensibilidad. Como veremos después, As- 
pergillus también tiene otros mecanismos para producir 
enfermedad 

El segundo mecanismo por el que los hongos pueden 
producir enfermedades es el relacionado con la producción 
de micotoxinas, un amplio y diverso grupo de exotoxinas 
fúngicas. El mejor ejemplo de micotoxinas son las produ- 
cidas por Aspergillus flavus, un organismo que crece en ali- 
mentos, como el grano, almacenado de forma inapropiada. 
Las toxinas producidas por A. flavus son conocidas como 
aflotoxinas (Figura 27,16). Las aflotoxinas son muy tóxicas e 


оон, 


Estructura de la afiotoxina B1. Esta toxina өз Uno da 
los compuestos relacionados producidos por Aspergillus avus. 
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Figura 27.1 


повіз, una Infección subcutânea debida a Sporothrix schencki. 


inducen la aparición de tumores en diferentes animales, es- 
pecialmente en los pájaros que se alimentan del grano con- 
taminado, Su papel directo en enfermedades humanas по 
se halla bien definido. 

El tercer mecanismo de los hongos para producir en- 
fermedades se da a través de la infección. El crecimiento de 
los hongos sobre o en el cuerpo es llamado micosis. Las mi 
cosis pueden varias en severidad desde infecciones super- 
ficiales prácticamente inocuas, hasta enfermedades que 
comprometen la vida. 


Micosis 

Las micosis se dividen en tres categorías. La primera de 
ellas es la que aúna a las micosis superficiales. Ёп estas in- 
fecciones se da la infección de la piel, el pelo o las uñas, 
pero únicamente en las capgs superficiales de las mismas 
(Figura 27.174). En la Tabla 27.2 se recogen algunos de los 
hongos superficiales más frecuentes. En general estas in 


Infecciones fúngicas. (a) Micosis superficial del pie (pie de atleta) debida a la infección con Trichophyton rubrum. (Б) Еврото 


fecciones son relativamente benignas y auto a limitantes, 
Algunas como las infecciones por Trichophyton en los pies 
(pie de atleta), son muy comunes, El contagio es por cone 
tacto personal con una persona infectada о por contacto 
соп superficies contaminadas tales como baños, duchas и 
otros artículos contaminados como toallas о sábanas. El tra- 
tamiento de los casos severos se realiza con la aplicación 
tópica de nitrato de miconazol о griscofulvina. La griseo- 
fulvina también puede aplicarse oralmente. Este fármaco, 
después de entrar en el torrente sanguíneo, рава a la piel 
donde inhibe el crecimiento fúngico. 

En las micosis subculáneas afecta a las capas más profun- 
das de la piel (Figura 27.170) y son causadas por un grupo 
diferente de organismos (Tabla 27.2). Una enfermedad de 
esta categoría es la esporotricosis, riesgo ocupacional de los 
agricultores, mineros y otros trabajadores que están en cone 
tacto con el suelo, El organismo causante es un saprofita 
ubicuo en el suelo y la madera. Las lesiones se inician habi- 


Micosis superficiales (dermatomicosis) 
Gusano del anillo Microsporum 
Favus Trichophyton 


Pie de atleta 
Prurito de Jock 
Micosis subcutáneas 
Esporotrichosis 
Cromoblastomicosis 
Micosis sistémicas 
Criptocoquiosis” 
Cocidioidomicosis” 


Sporothrix schenki 


Cadde mtas 
Histoplasmosis 

Blastomicosis 
Candidiasis 


Blastomyces derma 
Candida albicans 


Epidermophyton. Trichophyton 
Trichophyton. Epidermophvton 
Diferentes géneros de hongos 
Спаркс татат 


Histoplasma capsulatum 


Cuero cabelludo de los niños 


Cuero cabelludo 
Entre los dedos de los pies, y en piel 
Región genital 


Brazos y manos 
Piernas y pies 


Pulmones, meninges 
Pulmones 

Pulmones 

Pulmones, piel 

Cavidad oral, tracto intestinal 


dis 


Considerado patógenos oportunistas, han sido implicados en a patogënesis del SIDA (Sección 2614) 


278 » TÉTAMOS = 


tualmente por la infección fúngica de una pequeña rozadura 
o corte. Sporothrix schenckii puede ser aislado de las lesiones 
y cultivado in vitro. El tratamiento se realiza con yoduro po- 
tásico o ketoconazol, administrados ambos por vía oral. 
Las micosis sistémicas implican el crecimiento del hongo 
en órganos internos del cuerpo. Pueden subclasificarse 
como primarias o secundarias. Una infección primaria es 
aquélla resultante directamente del patógeno fúngico en 
un individuo normal sin ninguna otra afección. La infec- 
ción secundaria es la que ocurre en hospedadores con una 
condición que predispone a la infección, tal como la terapia 
сол antibióticos о la inmunosupresión. En Estados Unidos 
la infección fúngica primaria más extendida es la histoplas- 
mosis, causada por Histoplasma capsulatum y la coccidioi- 
domycosis (fiebre del Valle de San Joaquín), causada por 
Coccidivides immitis. Ambos organismos normalmente vi- 
ven en el suelo, Ambas son enfermedades respiratorias en 
las que el hospedador es infectado al respirar las esporas 
que hay en el aire, las cuales germinan y crecen еп los pul- 
mones. La histoplamosís es, primariamente, una enferme- 
dad de las áreas rurales en el medio oeste de Estados 
Unidos, especialmente en los valles de los ríos Ohio y Mis- 
sissippi. La mayoría de los casos son ligeros у se confunden 
соп otras infecciones respiratorias más vulgares. La fiebre 
del Valle de San Joaquín está generalmente restringida a las 
áreas desérticas del suroeste de Estados Unidos; al menos 
el 80% delos habitantes pueden estar infectados, aunque la 
mayoría de los individuos no sufre efectos aparentes. 
Algunas infecciones fúngicas, como la histoplasmosis y 
la cocidividomicosis, son especialmente serías y comunes 
en individuos cuyo sistema inmunitario está impedido, por 
ejemplo, por el síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA) (vénse Sección 26.14) o por fármacos inmunosupre- 
sores. Éstas son enfermedades fúngicas secundarias debido 
а que los individuos normales o bien no sufren la enferme 
dad, o bien manifiestan una forma menos severa de la mis- 
тпа, Ejemplos de otros organismos fúngicos involucrados 
еп infecciones secundarias se muestran en la Tabla 27.2. A es- 
tos hongos se les conoce como patógenos oportunistas del 
do a su particular capacidad para causar infecciones serias 
sólo en individuos con los mecanismos de defensa altera- 
dos (en particular pacientes con SIDA) (rase Sección 26.14) 


Tratamiento y control 

La quimioterapia no es muy efectiva frente a las infecciones 
sistémicas (véase Sección 20.11). La mayoría de los antibió- 
ticos que inhiben los hongos también dañan a otras células 
eucarióticas, incluyendo las del hospedador, Uno de los an- 
tibióticos más efectivos, la anfotericina B, se usa amplia- 
mente para tratar las infecciones fúngicas sistémicas en 
humanos, pero presenta serios efectos secundarios como 
nefrotixicidad. 

El control de las infecciones mediante la eliminación de 
los hongos patógenos del ambiente es impracticable, Al 
igual que con muchos otros patógenos habituales, el control 
Че! desarrollo de los hongos es muy difícil debido a lo ili- 
mitado de su reservorio: la exposición a los hongos no pue- 
de ser eliminada excepto a través de la descontaminación 
del aire mediante filtración de éste en locales con ambien- 
tes restringidos. 


/_27.7 Revisión de conceptos 


Diferentes hongos transmitidos рог el suelo producen enfer- 
medades en el hombre. Las infecciones superficiales, subcutá- 
neas o sistémicas son difíciles de controlar debido a la carencia 
de fármacos antifúngicos especificos. La infecciones fúngicas 
pueden causar enfermedades sistémicas serias, a menudo en in- 
dividuos con el sistema inmunitario alterado, tales como pà- 
cientes de SIDA, 


Y Describa las micosis superficiales, subcutáneas y sistémicas. 


4 ¿Por qué son tan dificiles de desarrollar nuevos antifúngi- 
cos? 


| 27.8 | Tétanos 


El tétanos es una enfermedad importante que a menudo 
pone en peligro la vida. Aunque es totalmente prevenible, 
473 individuos adquirieron el tétanos en Estados Unidos la 
última década (Figura 27.18), de los cuales murieron 68. 


Biología y epidemiologia 

El tétanos es causado por una exotoxina producida por Clos- 
tridium tetani, una bacteria con forma de varilla, móvil, anó- 
xica y formadora de esporas (обе Sección 12.21), El reservo- 
rio natural de C. tetani es el suelo, en el que es un residente 
ubicuo; no obstante ocasionalmente se puede encontrar en 
el intestino de los mamiferos, donde están otras especies de 
Clostridium spp. С. tetani entra, normalmente, en el cuerpo a 
través de heridas, cortes o pinchazos profundos, En la he- 
rida las condiciones anóxicas permiten la germinación y el 
crecimiento de las esporas. С. tetani produce una potente 
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exotoxina, la toxina fetánica. El microorganismo no es inva- 
sivo y, por tanto, el único método de producir la enferme- 
dad se realiza a través de la acción directa de la toxina en las 
células del hospedador. El tiempo de incubación varía des- 
de cuatro días a varias semanas, dependiendo del número 
de esporas inoculadas en el momento de la herida. El а 
пов no se transmite de persona a persona 


Patogénesis 
Ya hemos visto la acción de la toxina tetánica a un nivel celu- 
lar y molecular (véase Sección 21.10). La toxina afecta direct 
mente a la liberación de moléculas inhibitorias de señaliz 
ción del sistema nervioso. Este sistema inhibitorio controla la 
{азе де relajación» de la contracción muscular. El resultado. 
final es la parálisis y rigidez de los músculos voluntarios, a 
menudo llamada cerrojo de mandíbula, ya que es en los mús- 
culos de la mandibula y la cara donde primero se manifies- 
tan estos síntomas (Figura 27.19). La muerte es frecuente- 
mente producida por un fallo respiratorio y su porcentaje es 
muy alto (15% en la última década en Estados Unidos). 


Diagnóstico y tratamiento 

El diagnóstico del tétanos se basa en su exposición, sínto- 
mas clínicos y, raramente, identificación de la toxina en la 
sangre o tejidos del paciente. El microorganismo puede ser 
cultivado desde la herida, pero el éxito es muy variable. 

El reservorio natural de Colstridium tetani es el suelo. 
Dado que C. fetani es ип patógeno accidental en humanos 
y no es dependiente de los humanos u otros animales para 
su propagación, su erradicación no es posible, No obstan- 
te se pueden llevar a cabo medidas de control focalizadas 
enla prevención 

El tétanos es una enfermedad que se puede prevenir. La 
vacuna existente a base del toxoide (véase Sección 22.11) es 
completamente efectiva en la prevención de la enfermedad. 
Prácticamente todos los casos de tétanos que fo están ade- 
cuadamente inmunizados. Bl grupo de edad que más rå- 
pidamente incrementa el número de casos de tétanos es 
sorprendentemente individuos de 25 a 59 años, presum 
blemente porque los programas de inmunización tienen 
como destinatario a los niños, individuos en edad escolar 
y personas de 60 años о más. 

El tratamiento apropiado de los cortes importantes, la- 
ceraciones y pinchazos incluye la administración de una 
adosis de recuerdo» de la inmunización con el toxoide del 
tétanos. Si la herida es importante y está contaminada por 
el suelo, el tratamiento también debe incluir la administra- 
ción de una preparación con una antitoxina, especialmen- 
te si el estado de inmunización del paciente es desconocido 
о pasado de fecha. La antitoxina es una preparación de an- 
ticuerpo, habitualmente realizada en caballos, frente al té- 
tanos, que neutraliza la toxina tetánica cuando es producida 
(včase Sección 22.11). Estas medidas impiden que el tétanos 
зе manifieste. 

El tratamiento del tétanos sintomático agudo incluye la 
administración de antibióticos, habitualmente penicilina, 
para detener el crecimiento y la producción de la toxina por 
C. tetani; la administración de la antitoxina para prevenir 
la unión de la toxina recién liberada a las células; y una 
terapia de soporte tal como la sedación, los relajantes mus- 


Un soldado muriendo de tetanos Nótese la parálisis 
худа. Pintura de Charles Вей del Royal College ol Surgeons Edim- 
burgo. Escocia 


culares y la respiración mecánica para controlar los efectos 
de la parálisis. El tratamiento a este nivel no puede rev 
tir los síntomas ya que la toxina que se ha unido a los tefi- 
dos no puede ser neutralizada. Incluso con antitoxina, 
antibióticos y terapia de soporte, los pacientes con tétanos 
tienen una morbilidad y mortalidad significativa 

Varios miembros del género Clostridium son patógenos, 
y prácticamente todos son habitantes normales de la co- 
munidad microbiana del suelo. Todos los patógenos cau- 
san enfermedades porque producen exotoxinas potentes. 
Es imposible eliminar los clostridios, porque, como se ha 
dicho, viven habitualmente en el suelo, Mientras que Clos- 
tridium tetani se encuentra casi exclusivamente en el suelo, 
С. botulinum y С. difficile а veces se encuentran también en 
el intestino humano y de otros animales, donde son parte 
de la microbiota normal (Sección 21.4). С. perfringens у C. bo- 
tulinum, como veremos en el Capítulo 29, son patógenos 
potenciales importantes, la fuente más frecuente de Clos- 
tridium son alimentos contaminados por suelo que contenía. 
sus esporas. Debido a la deficiente descontaminación y а 
los métodos de consevación de alimentos defectuosos, las 
esporas pueden germinar y producir potentes exotoxinas, 
que causan síntomas de enfermedad. 


/_27.8 Revisión de conceptos 


Clostridium tetani es un microorganismo ubicuo transmitido por 
el suelo, que produce el tétanos, una enfermedad caracterizada 
por la producción de una toxina que determina una parálisis rf 
gida. El tétanos es prevenible mediante una inmunización apr 
piada. El tratamiento del tétanos agudo es generalmente insa- 
fisfactorio, lo que conlleva la morbilidad y mortalidad. 


Y Describa la infección por С. tetani y la elaboración de la to- 
xina tetánica, 

Y ¡Cuáles el efecto general de la toxina tetánica en el hospe- 
dador? 

Y Indique los pasos tomados para prevenir el tétanos en un in- 
dividuo que ha sufrido un pinchazo con un clavo oxidado, 


PREGUNTAS DE REPASO = 


Preguntas de repaso 


1. ¿Qué animales son susceptibles de transmitir la rabia 
еп Estados Unidos? ¿Qué programas de inmunización 
se están realizando para el tratamiento de la rabia?, ¿y 
para la prevención de la misma? 

2. ¿Por qué el síndrome pulmonar de los hantavirus 
(HPS) apareció como un patógeno humano en Esta- 
dos Unidos? ¿Cómo se puede prevenir el HPS? 

3. ¿Cuáles son las tres principales categorías de organis- 
mos que causan las enfermedades de las ricketsias? 
Identifique los reservorios más comunes y los vectores 
del tifus, la fiebre de las montañas Rocosas y la ehrli- 
chiosis, 

4. Identifique el reservorio más común y el vector de la 
enfermedad de Lyme en Estados Unidos. ¿Cómo se 
puede controlar la expansión de la enfermedad de 
Lyme?, ¿cómo puede tratarse? 

5. La malaria presenta severos ciclos de fiebre y esca- 
lofríos durante largo tiempo, Estos síntomas están 


Ejercicios prácticos 


relacionados con las actividades de los patógenos Plas- 
modium vivax o Plasmodium falciparum. Describe a los 
estados de crecimiento de este patógeno en el hospe- 
dador humano y relaciónelo con los ciclos de fiebre y 
escalofríos, ¿Por qué una persona proveniente del oes- 
te de Europa es más susceptible a la malaria que una 
persona mediterránea o africana? 

6. Distingua entre peste bubónica, neumónica y septicé- 
mica. ¿Cuál es la más seria? ¿Cómo se adquiere cada 
una de ellas? 

7. ¿Cuál es el reservorio de los hongos patógenos? ¿Cómo 
puede controlarse la exposición a los hongos? ¿Qué 
problema particular, especialmente en cuanto a la te- 
таріа, tienen los hongos para ser tratados? 

8. Describa la invasividad y la toxicidad del Clostridium 
tetani. Discuta los principales mecanismos de patogé- 
nesis del tétano y defina las medidas para su preven- 
ción y tratamiento, 


1. Describa la secuencia de eventos que haría sí un niño 
recibe una mordedura (provocada o no) de un perro 
extraviado del que no se sabe si está inmunizado frente 
“la rabia. Presente el caso bajo el supuesto de que haya 
podido capturar al perro, o de que no haya podido cap- 
turarlo, ¿Cómo pueden estas situaciones variar si el 
niño ha sido mordido por un perro perfectamente do- 
cumentado e inmunizado frente a la rabia? 

2. ¿Por qué enfermedades tomo el síndrome pulmonar 
de los hantavirus (HSP) están emergiendo como im- 
portantes enfermedades infecciosas, incluso en los paí- 
ses desarrollados? Incluya en sus consideraciones un 
comentari sobre los factores sociales, económico-am- 
bientales y de salud pública. 

3. Describa al menos tres propiedades Та 
agentes causantes de la fiebre de las Montañas Rocosas, 
el tifus y la ehrlichiosis, Resuma los; de dichas 
enfermedades. ¿Por qué la ehrlichiosis está emergien- 
do como una importante enfermedad de las ricketsias? 
Compare esta emergencia con la de la enfermedad de 
Lyme, 

4. Discuta sobre el agente etiológico, el modo de trans- 
misión, los síntomas, la terapia, la prevención y el diag- 
nóstico de la enfermedad de Lyme. Prediga el desarro- 
llo de esta enfermedad en Estados Unidos en la década 
siguiente. Considere que el diagnóstico de la enferme- 
dad de Lyme es muy dificil, pero que hay una vacuna 
efectiva disponible. 

5. La erradicación de la malaria ha sido un reto de los 
programas de salud pública durante al menos cien 


años. ¿Qué factores lo hacen tan dificil? Si fuera desa- 
rrollada una vacuna efectiva, ¿podría ser erradicada 
la malaria? Compare esta posibilidad con la posibili- 
dad de erradicar la peste, 

6. La peste bubónica puede haber matado más del 30% 
de la población humana total durante diferentes pan- 
demias ocurridas tan recientemente como en el siglo 
xx ¿Por qué no ha habido más epidemias de peste? 
Especule sobre la posibilidad de que los humanos 
hayan evolucionado hacia la resistencia a la peste; 
¿Puede aportar alguna evidencia de esta hipótesis? 
Identifique y discuta similares cuestiones para otras 
enfermedades emergentes tales como el SIDA y el vi- 
rus Ebola. 


7. Con respecto a las infecciones, ¿por qué los hongos 
son a menudo patógenos oportunistas secundarios 
en individuos con el sistema inmune comprometi- 
do? Diseñe un ambiente que elimine cualquier ex- 
posición a los hongos. ¿Este ambiente es posible para 
el aislamiento de pacientes con inmunodeficiencias? 
¿Conoce algún ejemplo donde esto se haya llevado a 
cabo? 

8. Elabore un plan para asegurar que el tétanos será erra- 
«садо como enfermedad infecciosa en Estados Uni- 
dos en el año 2010. ¿Qué métodos emplearía para erra- 
dicar esta enfermedad? А nivel nacional, ¿cómo puede 
lograrse este objetivo? Asumiendo que la inmuniza- 
ción es la clave de su plan, identifique los procedi- 
mientos para asegurase de que todos los individuos 
reciban la inmunización. 


| 1 ivaammiento eficaz de las aguas ba sido el factor más importante que ha 


microorganisinos pargenos y de muchos compuestos químicos indeseables, La 
descontaminación del agua residual mostrada aquí) se realiza de forma rufína- 
ria a escala Габана! en los paises desarrollados. El agua residual debe жеті. 
da antes de f vertida еп las aguas uuperficiales, para reducir o eliminar patógenos 
y nutrientes que estimulan el crecimiento de algas. El objetivo fundamental del 


la directamente en una planta de potabilización de agua. 


de lar aguas residuales es obtener agua con calidad suficiente para ser 
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MICROBIOLOGÍA ШЕ LAS AGUAS RESIDUALES 
Y POTABILIZACIÓN DEL AGUA 

Salud pública y calidad del agua 
Tratamiento de aguas residuales y 
contaminadas 


Potabilización del agua para el consumo. 
humano 


ENFERMEDADES MICROBIANAS 
TRANSMITIDAS POR EL AGUA 
Fuentes de infecciones transmitidas 
porel agua 
Cólera 
Giardìasis y eriptosporidiasis 
‘enfermedad del legionario) 
Fiebre tifoidea y otras enfermedades 
transmitidas por el agua 
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Agua en estado natural agus superficial o 
subterrânea que no ha sido tratada para su 
consumo (también llamada «agua sin tra- 
taro) 

Agua residual líquidos contaminados won 
material fecal humano о animal 

Agua віп tratar agua superficial o subie- 
rránea que no ha sido tratada para su con- 
sumo (también llamada «agua en estado 
natural) 

Agua tratada agua que se distribuye des 
pués de su tratamiento. 

Aguas contaminadas agua derivada del 
consumo humano a industrial que no pue 
Че ser vertida a un rio о lago sin ser trata 
Ча adecuadamente 

Clarificador (depósito de coagulación) 


reservorio en el cual los sólidos en sus- 


Cloro sustancia química que en su estado ga- 
жеско se emplea para desinfectar el agua. 
Un cierto nivel residual se mantiene en el 
sistema de distribución. 

Congulación formación de grandes particu 
las insolubles а partir de partículas coloi- 
dales mucho menores, mediante adición 
de sulfato de aluminio y polímeros antó- 

Coliformes bacterias Gram negativas, no e 
poruladas, fermentadoras de lactosa, у ae- 
мса» o anaeróbicas facultativas 

Demanda bioquímica de oxigeno (ОВО) 
+s la cantidad de oxígeno disuelto en el 
agus consumido por los microorganismos 
para la completa oxidación del material, 
tanto orgánico como inorgánico, en una 
muestra de agua 


Froculación proceso de tratamiento del agua, 
posterior a la coagulación, que mediante 
una ligera agitación hace que las particulas 
suspendidas tormen masas agregadas de 
mayor tamaño (culos) 

Meningoencefalitis invasión. inflamación 
y destrucción del tejido cerebral produci- 
do por la ameba Naeglri Меней u otros 
patógenos 

Polímero en potabilización de aguas, sus- 
tancia quimica que en forma líquida se em- 
plea como congulante en el proceso de 
clarificación para producir floculación 

Potable que puctle ser consumido por la po- 
lación 

Quiste forma infecciosa de un protozoo pa- 
rasto quese recubre de una delgada par 
resistente de naturaleza fisica y química, 


pensión del agua son congulados y el 
nados 

Cloramina sustancia quimica producida ~i 
situn por la combinación de cloro y amo 
ninco en una proporción determinada 


Filtración eliminación de las particulas en 
suspensión del agua mediante el paso de 
sta através de una o varias membranas o 
medios permeables (por ejemplo, arena, 
antracita о tierra de dí 


Sistema de distribución cañerías deposi- 
tos de almacenamiento, tanques y otros 
elementos empleados para distribuir o al- 
macenar el agua potable. 

Turbidez medida de las partículas suspen- 
didas en el agua. 


E Lagua limpia y potable es absolutamente esencial 
para la salud pública, debemos por tanto disponer 
de métodos para conseguir agua de calidad, así como 
protocolos para valorar la efectividad de los métodos quí- 
micos y biológicos empleados para tratar el agua. Desa- 
fortunadamente la calidad debagua puede fácilmente verse 
alterada, lo que produce la transmisión de enfermedades 
бесове muy graves que incluso pueden comprometer 
vida. 


ICROBIOLOGÍA DE LAS AGUAS 
RESIDUALES Y POTABILIZACIÓN 
DEL AGUA 


El agua es la fuente de las enfermedades infecciosas más 
importante, por tanto, la potabilización del agua es la me- 
dida de salud pública más importante. Los métodos usa- 
dos para valorar la calidad microbiológica del agua son 
métodos microbiológicos perfectamente estandarizados, 
Los métodos empleados para tratar el agua y conseguir que 
sea apta рага el consumo humano incluyen una variedad 
Че tratamientos microbiológicos para eliminar contami- 
nantes junto con tratamientos físicos y químicos de pota- 
bilización. 


EAN sw. pûblica y calidad del agua 


¿Cómo puede asegurarse rutinariamente la calidad apta del 
agua? Incluso el agua que parece limpia y clara puede estar 
contaminada con microorganismos ра! , suponiendo 
un serio riesgo para la salud. Desafortunadamente no es 
práctico analizar en el agua la presencía de cada uno de los 
posibles patógenos que pudieran estar presentes, Sin em- 
bargo, si es factible saber el número total de 

presentes, En este apartado trataremos los métodos genera- 
les empleados para identificar los microorganismos presen- 
tes en el agua que pueden ser potencialmente patógenos. 


Coliformes 

Mientras que la presencia de unos pocos microorganismos 
no patógenos en el agua puede ser tolerable, la presencia de 
organismos indicadores específicos puede indicar que esa 
agua puede estar contaminada con patógenos, Estos orga- 
nismos indicadores están generalmente asociados con el 
tracto intestinal; su presencia indica contaminación fecal en 
la fuente de esa agua. Los microorganismos indicadores 
más ampliamente empleados como indicadores son los coli- 
formes. Los coliformes se usan como indicadores de conta- 
minación en el agua porque se encuentran en gran número 
еп el tracto intestinal de humanos y animales. Los colifor- 
mes se definen en la bacteriología del agua como bacterias 
еп forma de varilla, no esporuladas, Gram negativas, acró- 
bicas о aeróbicas facultativas que fermentan la lactosa con 
producción de gas cuando se incuban а 35°С durante 48h. 
Esta clasificación es operacional y no tiene carácter taxo- 
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nómico y por ello dentro de los coliformes se incluyen una 
gran variedad de microorganismos, siendo la mayoría per- 
tenecientes al grupo de las bacterias entéricas (vénse Sec- 
ción 12.11); por ejemplo, el grupo de los coliformes como el 
organismo Escherichia coli, un microorganismo intestinal 
muy común, Klebsiella pneumoniae, un patógeno intestinal 
menos habitual. Sin embargo, Enterobacter aerogenes, un or- 
ganismo generalmente no asociado con el intestino, tam- 
bién es clasificado dentro de los coliformes debido a sus 
características fermentadoras. 

En general, se asume que la presencia de coliformes en 
una muestra de agua indica contaminación fecal y hace que 
dicha agua no sea apta para el consumo humano. Cuando 
los coliformes se encuentran en el agua, finalmente mue- 
ren, pero no tan rápidamente como otros microorganismos 
patógenos. Los coliformes y los patógenos muestran un 
comportamiento similar durante el proceso de potabiliza- 
ción del agua 


La prueba de los coliformes 

Dos procedimientos se emplean generalmente para detec- 
tar la presencia de coliformes en el agua. Estos son: el méto- 
do del número más probable (MPN) y el método de la filtración 
en membrana (MF). El método MPN emplea medio de cul- 
tivo líquido en tubos de ensayo, Las muestras de agua se 
añaden a los tubos con el medio de cultivo. La aparición de 
crecimiento microbiano en los tubos índica contaminación 
en el agua que se añadió. Para el método de МЕ, más em- 
pleado, al menos 100 ml de la muestra de agua se pasan a 
través de una membrana estéril la cual retiene las bacterias 
(véase Sección 20.3). La membrana se coloca sobre la super- 
ficie de una placa de un medio de cultivo llamado azul de 
metileno-eosina (EMB) que es muy selectivo рага el creci- 


БШЕК coins де cotiormes creciendo en una membrana. 
Una muestra de agua potable ha sido fitrada por el tro de membra- 
na. El о se colocó sobre una placa de sosina-azul de metileno (ЕМВ) 
ип medio selectivo y diferencial para bacterias fermentadoras de iac- 
tosa (coliformes) (véase Sección 24.2). El color oscuro de las colonias 
ез característico de los coliformes. Cada colonia representa una bac- 
teria coliforme viable proveniente de la muestra original. 


miento de coliformes (vémse Figura 28.1 y Sección 24.2). Se 
cuentan las colonias y, a partir de ese valor, se puede cal- 
cular el número de bacterias coliformes presentes en esa 
agua. En sistemas de abastecimiento de aguas bien regula- 
dos, las pruebas para coliformes deben ser negativas. 
Cuando las pruebas para coliformes son positivas, indican 
la presencia de un fallo en el sistema de filtración/clora- 
ción o en las cañerías de distribución 

Los estándares de agua potable en los Estados Unidos 
están especificados por el Decreto de Agua Potable, el cual 
proporciona el marco para el desarrollo de los estándares de 
agua potable. Por el método de filtración en membrana 
(MF) y filtrando 100 ml de agua, el número de coliformes, 
para que el agua sea considerado potable no puede exceder 
los siguientes niveles: (1) 1/100 ml como la media aritmé- 
tica de todas las muestras tomadas por mes; (2) 4/100 ml en 
más de una muestra cuando menos de 20 muestras son to- 
madas por mes; o (3) 4/100 ml en más del 5% de 
tras cuando 20 muestras o más son tomadas por mes, Los 
resultados son enviados а la Agencia рага la Protección 
Ambiental de los Estados Unidos y, sî no cumplen los es- 
tándares prescritos se notifica a los usuarios y se toman las 
medidas para corregir el problema. Muchas poblaciones 
pequeñas e incluso alguna gran ciudad no cumplen estos 
estándares en algunas ocasiones. 


Salud pública y potabilización del agua 

Actualmente la incidencia de enfermedades transmitidas 
por el agua en los países desarrollados es tan baja que hace 
difícil la medida de la efectividad de las prácticas de man- 
tenimiento de los estándares de agua potable, La mayoría de 
las infecciones intestinales en los países desarrollados no 
son debidas a la transmisión por el agua si no por los alle 
mentos (vase Capítulo 29). Las prácticas eficaces de trata- 
miento del agua по se instauraron hasta el siglo ХХ, Los 
métodos de cultivo de microorganismos para evaluar el 
nivel de contaminación del agua destinada al consumo no 
fueron adoptados hasta que los métodos de recuento de co 
liformes fueron desarrollados en 1905. Hasta entonces, la 
potabilización del agua limitaba a su filtración para reducir 
la turbidez (vénse Capítulo 25, recuadro, «Snow y el cólera»), 
Aunque la filtración disminuye de forma significativa la pre- 
sencia de microorganismos en el agua, muchos microorga- 
nismos son capaces de pasar a través de los filtros, Hacia 
1910 se descubrió la enorme eficacia del cloro como desin- 
fectante de grandes cantidades de agua. El loro es tan efi- 
саг y barato que rápidamente se generalizó su uso y es el 
agente más importante en la reducción de la incidencia de 
las enfermedades transmitidas por el agua, En la Figura 282 
aparece la sensible caída en la incidencia de la fiebre tifoidea. 
(infección con Salmonella typhi) en una gran ciudad nortea- 
mericana después de la introducción de las protocolos de 
filtración y cloración. Resultados similares se obtuvieron en 
otras grandes ciudades. El notable aumento de la salud del 
pueblo norteamericano en las primeras décadas del siglo 
эх, fue principalmente debido al establecimiento de proto- 
colos de potabilización de agua; y la efectividad de la clo- 
ración no podría haber sido establecida si no se hubieran 
desarrollado métodos estandarizados para la determinación 
del contenido de coliformes en el agua, Así pues, los avan- 
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СТР esco de la potablización del agua en la incidencia de- 


enfermedades transmitidas por la misma. El gráfico muestra la inci- 
dencia de la fiebre tifoidea en Filadelfia (Pensilvania, EE.UU) antes y 
después de la introducción de los procesos de tración yla cloración 
де agua. Nótese la sensible reducción en la incidencia de fiebre tifoi- 
беа después de la introducción de ambos procesos. Este resultado es. 
paralelo a los resultados obtenidos өп otras enfermedades transmiti- 
das porel agua. 


cesen ingeniería pública, microbiología y salud pública con- 
tribuyeron a la consecución de este objetivo. 


/_28.1 Revisión de conceptos 


La calidad del agua potable es determinada mediante el re- 
cuento de los coliformes. El estricto seguimiento de los están- 
dares microbiológicos hace que este método sen un indicador 
fiable y reproducible de la contaminación fecal en el agua des- 
tinada al consumo humano, en los Estados Unidos. La filtración 
y la cloración del agua ha disminuido significativamente la car- 
фә microbiana de ésta, La aplicación de los métodos de potabi- 
lización del agua es la medida de salud pública más importante 
que se ha adoptado en la historia. 


„/ ¿Porqué las colonias bacterianas obtenidas del agua que cre 
cen en medio EMB indican contaminación fecal de ese agua? 
+ ¿Qué procedimientos se emplean para reducir la carga 
сторіапа en las fuentes de agua destinadas al consumo hu- 


Las aguas residuales y su tratamiento suponen una amplia 
utilización de microorganismos, lo que hace que pueda ser 
considerado como un tipo de bioconversión a escala in- 
dustrial, El agua residual entra en una planta de tratamiento 
y, después del mismo, el agua resultante es apta para ser 
vertida a ríos o incluso a sistemas de potabilización para 
su posterior consumo. 


Aguas residuales 
Las aguas residuales son aquéllas que proceden del uso 
doméstico o industrial que no pueden ser vertidas a ríos o 
lagos debido a los problemas de salud, económicos o esté- 
ticos que causaría. Este agua se encuentra contaminada 
con materiales fecales humanos o de animales, Las aguas 
residuales comúnmente contienen sustancias orgánicas o 
inorgánicas potencialmente peligrosas, así como micro- 
organismos patógenos, Como veremos, el tratamiento 
completo de las aguas residuales requiere tratamientos quí- 
micos y biológicos (microbiológicos) para eliminar o neu- 
tralizar los contaminantes 

En Estados Unidos existe alrededor de 15 000 centros 
para el tratamiento de aguas residuales. La gran mayoría de 
ellos son modestos, tratando 3,8 millones de litros (1 mi- 
Поп de galones) de aguas residuales o menos por día. Sin 
embargo, en conjunto, estas plantas tratan más de 160 bi- 
Hones de litro por día, Habitualmente las plantas de trata- 
miento de aguas residuales tratan tanto las aguas de orígen 
doméstico como las industriales. La «aguas residuales do- 
mésticas» (saguas negras») son aquéllas resultantes de la 
limpieza, el aseo y la cocina, y las provenientes del proce- 
samiento de los alimentos. Las aguas residuales de origen 
industrial incluyen las producidas por las industrias petro- 
químicas, de pesticidas, preparación de alimentos e indus- 
trias lácteas, plásticos, industrias farmacéuticas e industrias 
metalúrgicas. 

Las aguas residuales industriales pueden contener sus- 
tancias tóxicas que deben ser pretratadas antes de ser trata- 
das como aguas residuales, El pretratamiento generalmente 
consiste en un proceso mecánico por el que se eliminan los 
residuos que pueden dañar el equipamiento de las plantas 
de tratamiento. No obstante, algunas aguas son previamente 
tratadas biológicamente para eliminar sustancias altamen- 
te tóxicas, como cianuro y metales pesados. Estas sustan- 
cias se pueden convertir en otras menos tóxicas a través de 
la acción de microorganismos específicos capaces de neu- 
tralizar, oxidar, precipitar o volatilizar los residuos tóxicos o 
infecciosos. Vamos a comentar los procesos que tienen lugar 
еп un tratamiento típico de aguas residuales. 


Tratamiento de aguas residuales y demanda 
biológica de oxígeno 

El objetivo del tratamiento de las aguas residuales es redu- 
cir la cantidad de materiales tanto orgánicos como inorgá- 
nicos а un nivel que no permita el crecimiento microbiano, 
así como la eliminación de los compuestos tóxicos que hu- 
biera. La eficiencia del tratamiento se expresa en términos 
de reducción de la demanda biológica de oxígeno (DBO), 
la cantidad relativa de oxígeno disuelto consumida por los 
microorganismos en la completa oxidación de toda la ma- 
teria orgánica e inorgánica en una muestra de agua (гёаве 
Sección 19.5). Niveles altos de materiales orgánicos o inor- 
gánicos oxidables resultan en una alta DBO. Los valores 
normales en las aguas residuales domésticas están en torno 
а 200 unidades de DBO. En el caso de aguas de origen in- 
dustrial, por ejemplo provenientes de una explotación le- 
chera, los valores pueden llegar hasta 1500 unidades de 
DBO. Un tratamiento eficaz reduce los niveles a menos de 
5 unidades de DBO en el agua resultante del tratamiento, 
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Una planta típica de aguas residuales trata tanto las 
aguas domésticas como las industriales. El tratamiento es 
un proceso que se compone de múltiples etapas de carác- 
ter físico y biológico independientes (Figura 28.3). Trata- 
mientos primarios, secundarios у, а veces, incluso terciarios, 
se emplean para reducir la contaminación fecal y química 
del agua, Cada nivel de tratamiento emplea tecnologías 
más complejas y caras 


Tratamiento primario de las aguas residuales 
El tratamiento primario de las aguas residuales consiste so- 
lamente en separaciones físicas. El agua que entra en la 
planta de tratamiento se pasa a través de una serie de cri- 
bas y filtros que eliminan los objetos de gran tamaño. El lí- 
quido resultante se deja que se asiente durante unas horas 
para permitir la sedimentación de sólidos (Figura 284). 

Los municipios que proporcionan sólo tratamientos 
primarios generan un agua extremadamente contamina 
do cuando el efluente es vertido en los ríos debido a la 
gran cantidad de materia orgánica y otros nutrientes que 
permanecen en las aguas después del tratamiento prim: 
rio. Por ello la mayoría de las plantas dispensan un trata- 
miento secundario destinado a reducir la carga orgánica 
del agua que se devuelve a la naturaleza. Los tratamien- 
tos secundarios están íntimamente ligados a procesos mi 
crobiológicos. 


че 


Fango депа0: Dasintacción 


secado; incineración; 
utilización como 
fertiizante, o enterramiento 


Liberación del fuido resultante 


Tratamiento 


Clave: 
Agua residual Tratamiento. 
cruda. primario secundario. 


GIEH Proceso de tratamiento de aguas residuales. 


IEEE но inicial delas aguas residuales. El agua ro- 
Sual es bombeada а un reservorio (Izquierda) donde se sedimentan 
los sólidos, De acuerdo a la subida del nivel del agua, ésto se derrama, 
sobre cribas sucesivas de menor tamaño. El agua del nivel inferior 
ahora libre de sólidos, entra өп el canal de derramado (lecha) y as 
bombeado a la instalación para el tratamiento secundario. 


Tratamiento secundario anaeróbico de las 
aguas residuales 

El tratamiento secundario anaeróbico de las aguas residua- 
les recoge una serie de reacciones digestivas y fermentativas 
llevadas a cabo por bacterias y es empleado generalmente 
para tratar aguas con gran contenido en materías orgánicas 
(y por tanto, con ОВО muy alta), tales como aguas prove 
nientes de fábricas de fibras, celulosa, alimento o leche, La 
degradación anóxica se lleva a cabo en grandes tanques ce- 
rrados llamados digestores de fangos o biorreactores (Figura 
28.52 y b), y requiere la cooperación de muchos tipos dife- 
rentes de microorganismos; las reacciones se recogen en la 
Figura 2В.5с. A través de la acción de los microorganismos 
anóxicos residentes, los componentes macromoleculares son. 
primero digeridos por polisacarasas, proteasas у lipasas rin- 
diendo componentes solubles. Estos componentes solubles, 
son entonces fermentados produciendo una mezcla de ёф 
dos grasos, Н, y CO); los ácidos grasos son después (еге 
mentados a acetato, CO, y Hs. Estos productos son usados 
сото sustrato por bacterias metanogénicas (véase Secciones. 
126 y 17.17), que son capaces de llevar a cabo la reacción 
CH,COOH — CH, + CO, y 4H; + СО, — CH, +2Н0 
(Figura 28.5c). Así pues, los principales productos del trata: 
miento anóxico son CH, (metano) у CO. El metano puede: 
ser recogido y quemado, o usado como combustible para 
calentar y abastecer de energía la planta de procesamiento. 


Tratamiento secundario aeróbico 

En general, el agua residual no industrial puede ser efi- 
cientemente tratada empleando un proceso secundaria, 
aeróbico. Múltiples tipos de procesos de composición ae 
róbica se usan en el tratamiento de aguas residuales, perû 
los más comunes son el filtro trampa y el fango activado. 
Un filtro trampa (Figura 28 6а) es un lecho de rocas aplas- 
tadas, de alrededor de 2 т de ancho, en cuya parte supe- 
rior se añade el agua residual. El líquido pasa lentamente 
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a través del lecho y la materia orgánica se adhiere a las ro- 
саз, en cuya superficie tiene lugar el crecimiento micro- 
biano. La completa mineralización de la sustancia orgánica 
hasta dióxido de carbono, amoniaco, nitrato, sulfato y fos- 
fato tiene lugar en el biofilm microbiano que se ha forma- 
Чо еп la superficie de las rocas. El tratamiento más común 
de este tipo es el fango activado. El agua que va a ser tra- 
tada es mezclada y aireada en un gran tanque (Figura 
28.60). Las bacterias formadoras de limo, donde se inclu- 
yen entre otras a Zoogloea ramigera, crecen y forman й6- 
culos (grandes masas de agregados) (Figura 28.7), siendo 
estos flóculos los sustratos para el ataque de protozoos y 
otros pequeños animales. Ocasionalmente también se en- 
cuentran hongos y bacterias filamentosas. El proceso bá- 
sico de oxidación es similar al filtro trampa. El afluente 
que contiene los flóculos es bombeado a un tanque de 
mantenimiento o clarificador donde los flóculos se deposi- 
tan. Algunos de los flóculos (llamados fango activado) son 
devueltos al aireador donde se emplean como inóculo, y 
el resto es enviado al digestor anóxico de fango (ойле más 
adelante) (Figura 28.5) o es retirado, secado y quemado o 
usado como fertilizante. 

El agua residual normalmente se mantiene, entre 5 y 10 
h, en el tanque de fango, tiempo insuficiente para la com- 
pleta oxidación de la materia orgánica. No obstante, durante 
ese tiempo la mayoría de la materia orgánica soluble es ad- 


duales. (a) Digestor anóxico de fangos. Sólo se muestra la parte supo- 
пог del tanque; el resto está bajo tierra. (b) Componentes internos de 
un digestor de fangos. (c) Principales procesos microbianos que tienen 
lugar durante la digestión de los fangos. Metano (CH, y dióxido da 
carbono (СО son los principales productos de la biodogradación 
anaeróbica (véase Sección 17.17). 


sorbida en los flóculos e incorporada en las células micro- 
bianas. LA DBO del líquido efluente es considerablemente 
reducida (más del 95%) gracias a este proceso, con la ma- 
yoría de la DBO depositada ahora en los flóculos y, por tan- 
to, se consigue la deseada reducción de la DBO en el agua. 
Prácticamente la total reducción de la DBO tiene lugar si los 
Aóculos son entonces llevados al digestor anóxico de fango. 

La mayoría de la plantas de procesamiento cloran el 
efluente (para evitar la posibilidad de posteriores contami- 
naciones biológicas) y liberan el agua tratada a ríos o lagos 
Algunas plantas, sin embargo, someten las aguas residua- 
les a una tercera fase. 


Tratamiento terciario 

El tratamiento terciario es el método más completo para el 
tratamiento de aguas residuales aunque, debido a lo caro 
que resulta, su aplicación no ha sido ampliamente adopta- 
da. El tratamiento terciario consiste en una serie de proce- 
sos fisicoquímicos en los que se incluyen precipitaciones, 
filtraciones y cloraciones en procesos muy similares a los 
seguidos para la potabilización del agua potable (vénse Sec- 
ción 283), para una intensa reducción de los niveles de nu- 
trientes inorgánicos, especialmente fosfato y nitrato, del 
efluente final. El agua residual que recibe un apropiado tra- 
tamiento terciario es tan escaso en nutrientes que no es apta 
рага soportar el crecimiento microbiano. 
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а 


Agua proviniente 
del tratamiento. 


Retomo del fango activado 


е 


/_28.2 Revisión de conceptos т 

El principal objetivo del tratamiento de aguas residuales es eli- 
minar los desechos tanto domésticos como industriales del agua, 
reduciendo por tanto la DBO (demanda biológica de oxígeno) a 
niveles aceptables. En los tratamientos primarios, secundarios 
y terciarios del agua se emplean métodos físicos, biológicos y 
fisicoquímicos, respectivamente. Después del tratamiento ter- 
ciario, el agua es apta para ser dirigida a una planta de potabi- 

lización de agua 


/ ¿Qué es la demanda biológica de oxígeno (DBO)? ¿Por qué 
ви reducción es importante en el tratamiento de aguas: 
duales? 


4 Identifique los procesos fundamentales de los tratamientos 
primarios, secundarios y terciarios de las aguas residuales. 

/ Defina los principales productos del tratamiento de las 
aguas residuales. ¿Cómo se gestionan estos productos? 


ШШЕ] "элет secundario aeróbr 


со de las aguas residuales. (a) Filtro trampa. Sê 
distribuye lentamente el agua residual sobre al 
lecho de piedras. Las piedras tienen entre 6 y Y 
от de diámetro y el lecho өв de 2 т da рту. 
ава. (b-c) El proceso de fango activado, lb] 
Tanque de aireación de una instalación do (ало. 
activado en una planta metropolitana do tratar 
miento de aguas. El tanque пепо 30 т de lago. 
10 de ancho y 5 de profundidad. (c) El agua rw 
ısidual fluye a través de la instalación de fanga 
activado. La recircularización del tango activada) 
hacia el tanque de aireación es la responsable 
де la introducción de microorganismos encar- 
gados de la digestión aeróbica de los compo- 
nentes orgánicos del agua. El digestor апд, 
де fangos se detalla en la Figura 28.5. 


Potabilización del agua para 
el consumo humano 


Las aguas residuales, después de experimentar los méto- 
dos del tratamiento secundarios son aptas para su libera 
ción a los ríos. No obstante, esa agua no es potable, es decit 
noes apta para el consumo humano, La producción de адий 
potable requiere posteriores tratamientos para eliminar mis 
croorganismos potencialmente patógenos, reducir la turbi 
dez (medida de las partículas disueltas), eliminar el sabor 
y el olor, y reducir la cantidad de sustancias químicas 
Sadas tales como hierro y manganeso, 
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Расло Tomado рога Dacia Zoagioss ramon, 
organismo caracteristic dei proceso de fango activado. co con 
эше ел ип gran número de bacterias өп forma de verla rodeadas por 
na capa de polaacáridos би imo, organizadon an caracteristicas pro 
Yeccionse en forma de dada. Tinción nagata empleendo nta china. 


Estación de bombeo 


bagor 


sedi 


а ШР 7 
Reservorio вита. 
de agua potabig e- ~= 


(a) 


Depósito de 


un típico proceso de potabilización. El agua es primero bom- 
beada desde la fuente, en este caso un lago, hasta un depó- 
sito de sedimentación donde se añaden polímeros aniónicos 
de aluminio (sulfato de aluminio) y cloro. Arena, grava y 
otras partículas de gran tamaño se depositan. Esta agua pre- 
viamente tratada se bombea a un depósito de clarificación 
o coagulación, un gran tanque donde se mantiene el agua 
y tiene lugar la coagulación: el aluminio y los polímeros 
aniónicos forman grandes partículas en suspensión a par- 
tir de las partículas coloidales de agua mucho menores. 
Después de la mezcla, la interacción entre las partículas con- 

tinúa, formando grandes masas de agregados, un proceso 
conocido como floculación. Las grandes partículas agrega: 

das, llamadas flóculos, se depositan por gravedad, atrapan: 

do y reteniendo los microorganismos y la materia orgánica 
еп el sedimento. Después de la coagulación y la Mloculación, 
el agua sufre un proceso de filtración. Se pasa el agua a tra- 
vés de una serie de filtros diseñados para eliminar las sus 

pensión y los microorganismos que pudi 

quedar. Los filtros suelen consistir en una serie de delga 
das capas de arena y medios iónicos filtrantes, Cuando es 
nbinado con los pasos previos de potabilización, el agua 
а se encuentra completamente libre de cualquier 


tancias en si n 


materia particulada, de la mayoría de sustancias orgánicas 
o inorgánicas, y de todos los microorganismos. 
Desinfección 

El agua, después de la clarificación y la filtración, debe ser 


desinfectada antes de su salida al circuito de agua potable. La 

cloración es el método más empleado de desintecc 

dosis suficientes el cloro mata los microorgani 

nutos (ciertos protozoos patógenos como Cryptosporidium no 
minados por la cloración y pueden llegar 

a ser importantes patógenos distribuidos рог el agua (véase 


son fácilmer 


Eliminación Ф) = 
| | t- Agua sin tratar 
wondes “ FE sedimentación 


I Formacion y eliminación 
де oculo, conteniendo 

талена! insoluble 

y Microorganismos 


Eliminación de las 
partículas remanentes, 
¡compuestos tanto 
orgánicos como 


A 
№ Esminación de los 

os‏ ا 
Ба) =‏ 

L Almecena- | күче el crecimiento 


miano | 


де nuevos organismos. 
Agua tratada. 
<= Distribución 


chas indican la dirección del fujo através de la planta. (b) Vista esquemática de un típico sistema de potabilización de agua. 
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Sección 28.6). Además de la eliminación de las células, el cl 
то interacciona con compuestos orgánicos oxidándolos y neu- 
tralizándolos de forma muy efectiva, Además, dado que los 
compuestos responsables del olor y el sabor del agua son or- 
gánicos, la cloración también contribuye al mejor sabor y 
olor del agua. El cloro se añade al agua tanto a partir de una 
solución concentrada de hipoclorito sódico o cálcico como 
en forma de gas desde tanques presurizados. El último mé- 
todo es el más comúnmente empleado en las grandes plan- 
tas de potabilización ya que es más fácil su automatización. 

El cloro se consume cuando reacciona con compuestos 
orgánicos. Por tanto, se deben añadir cantidades suficien- 
tes de cloro para que haya suficiente para eliminar los mi- 
croorganismos además de la materia orgánica. El operario 
Че la planta de potabilización realiza análisis de la cantidad 
Че cloro residual en el agua. Una cantidad de cloro residal 
Че 0,2-0,6 pg/ml es aceptable para la distribución. Después 
Че la cloración, el agua potable es bombeada a tanques de 
almacenamiento y al sistema de distribución para su con- 
sumo. La presencia residual de cloro asegura que el agua 
llegue al consumidor sin haber sufrido procesos de conta- 
minación (asumiéndose que no ha existido ningún fallo ca- 
tastrófico en el sistema de distribución, tal como la rotura 
Че una cañería). El cloro en forma de gas, incluso cuando se 
encuentra disuelto, es extremadamente volátil y se puede 
disipar en cuestión de horas el agua tratada, Para asegurar- 
se que los niveles de cloro residual se mantienen a lo largo 
de todoel sistema de distribución, la mayoría de las plantas 
municipales de potabilización de agua introducen amonia- 
со junta con el cloro para producir un compuesto estable no 
volátil lamado cloramina(HOC] + NH, ЕНТ + НО) 


de tratamiento de agua emplean sistemas físicos y 
químicos a escala industrial рага la eliminación o neutrali: 
ción de contaminantes microbianos, orgánicos e inorgánicos de 
una gran variedad de fuentesganto industriales como domésti- 
cos de aguas residuales. Las plantas de potabilización de agua 
emplean procesos de clarificación, filtración y desinfección para 
la producción de agua potable. El agua potable final se encuen- 
tra libre de contaminación tanto química como biológica. 


Y Esquematice el tratamiento del agua residuxtdesde su en- 
trada hasta su solida en una planta de tratamiento, 

Y Esquematice el tratamiento del agua a través de una plan- 
ta de potabilización de agua desde la entrada hasta el pun- 
to final de distribución (grifos), 

Señale las funciones específicas del cloro en la potabiliza- 

¡ón de agua. 


Il ENFERMEDADES MICROBIANAS 
TRANSMITIDAS POR EL AGUA 


La contaminación microbiana de los materiales utilizados 
рог muchos individuos es una fuente muy común de enfer- 
medades infecciosas. Estas fuentes comunes pueden ser el 
agua о los alimentos contaminados. Trataremos las enfer- 


'medades transmitidas por los alimentos en el Capítulo 29, 
Las enfermedades transmitidas por el agua son una im- 
portante fuente de morbilidad y mortalidad, especialmen- 
Те en los países en vias de desarrollo. Una gran variedad 
de bacterias, virus y protozoos causan las enfermedades in- 
fecciosas transmitidas por el agua. 

Las enfermedades transmitidas por el agua comienzan 
como infecciones. El agua puede producir infecciones i 
cluso sî sólo presenta una pequeña cantidad de microorga 

ismos; el número exacto de patógenos necesarios ра! 
producir una infección está en función de la virulencia del 

tógeno y la habilidad del hospedador para resistir la in- 
Ка (véanse Secciones 21.8 y 21,13). 


Fuentes de infecciones 
por el agua 


Los microorganismos patógenos del hombre pueden ser 
transmitidos a través del agua de consumo (para beber о co- 
cinar) no tratada apropiadamente, Otra fuente muy común 
de transmisión de enfermedades se produce a través del agua 
contaminada con patógenos, usada para bañarse o nadar. 


Agua potable 

Ya que todos consumimos agua, el agua potable es шла 
fuente común de transmisión de patógenos y es muy im- 
portante en la transmisión de enfermedades y epidemias 
con consecuencias catastróficas. Сото discutiremos más 
adelante, el agua en los países desarrollados ha de pasar 
por estrictos estándares de higiene, limitando muy efecti- 
vamente la transmisión de enfermedades. No obstante, 
existen importantes brotes de enfermedades transmitidas 
por el agua en los paises en vías de desarrollo; e incluso en 
países desarrollados se sufren importantes brotes de enfer- 
medades transmitidas por el agua debido a fallos en la po- 
tabilización de la misma. 

Los microorganismos transmitidos por el agua general- 
mente se multiplican en el intestino y se eliminan del cuer- 
ро а través de las heces. Esto puede determinar la aparición 
Че una contaminación fecal de las fuentes de suministro de 
agua, si la contaminación no es identificada (por 
mediante la prueba de los coliformes; vénse Sección 28.1) y 
eliminada por la desinfección (ase Sección 28.3) 


y losis y las infecciones por Esche- 
richia coli 0157:Н7 para el Capítulo 29, donde introducire- 
mos estos patógenos como agentes causantes de infecciones 
transmitidas a través de los alimentos. 


Agua para recreo 
El agua para actividades de recreo incluye áreas de recreo ta- 
les como rios, lagos, piscinas públicas y estanques. La mani 
pulación, desinfección y filtración se encuentran reguladas 
рог los departamentos locales y estatales de salud. En 


20.5 т CÓLERA = 935 


TABLA 28.1 


Shigellosis 
Giardiasis 


Criptoporidiasis 
paroum 

Gastroenteritis 3 164 

Enfermedades Desconocido 5 163 


pastrointestinales 
agudas 


Datos regidos poe los Centrs de Control de Enfermedades en 1947-1998 
Hubo un total de 1% brotes y 20001 cason de enfermedades infeccion debi- 
das à contaminación del agua de consumo, 


Estados Unidos, la Agencia de Protección Ambiental ha es- 
tablecido las directrices para el agua para recreo (mensual- 
mente, una media aritmética de = 33/100 ml para enterococos 
o = 126/100 ml para E, cœli), si bien las autoridades estatales 
о locales pueden establecer estándares por encima о por de- 
bajo de estas directrices. Piscinas privadas y por tanto fuera 
de la regulación y balnearios son ocasionalmente fuentes de 
brotes de enfermedades transmitidas por el agua. 

En la última década, alrededor de 15 brotes de enfer- 
medades transmitidas por el agua han aparecido anual- 
mente como consecuencia del agua para recreo regulada 
en los Estados Unidos. En la Tabla 28.2 se organizan estos 
brotes de acuerdo con las enfermedades producidas. 


Infecciones transmitidas por el agua 

en países en desarrollo 

Las infecciones transmitidas por el agua son un problema 
muy importante en los países en desarrollo, mucho más 
que en los Estados Unidos u otros países desarrollados. Los 
países en desarrollo, normalmente no disponen de siste- 
mas apropiados de potabilización de agua potable y tra- 
tamiento de aguas residuales. Como resultado, enferme- 


TABLA 28.2 
Gastroenteritis KI #0 
Dermatitis 5 E 
Meningoencetaltis 18 пә 
Otras У 60 
Total asi 1009 


“La mayoria de los cas de gastroenteritis fueron causados poe Сурин. 
бит pareum (Sección 281) ө un viras ро Norwalk (Sección 28) La ma” 
Yori dela сазга de dermatitis fueron causados poe ченинин 
тира La читы уйан» fue causada por La amb уйт Anieri 
(Saurion AN) Las otras entermesades causadas por microorganismos dor 
e se incluyen la lplorpiros yla берт de Pontiac fueron debidas а water. 
Sones por Leganes Sección 287) 


dades como el cólera (Sección 28.5), fiebres tifoideas y ame- 
biasis (Sección 28.5) son importantes problemas de salud 


/_28.4 Revisión de conceptos 


El agua de consumo y de recreo pueden ser fuente de patóge- 
nos. En los Estados Unidos, el número de brotes de enfermeda- 
des debido a estas fuentes es pequeño en relación al enorme 
número de exposiciones al agua. Alrededor del mundo, la ca- 
rencia en el tratamiento del agua contribuye significativamen- 
te a la expansión de enfermedades infecciosas. 

Y Identifique los microorganismos más comúnmente respon- 
sables de los brotes de enfermedades debidos al consumo de 
agua contaminada, 

Y Identifique la enfermedad más común causada por la ex- 
posición a agua de recreo contaminada, 


ЕЕ chora 

El cólera es una severa enfermedad diarreica que actual- 
mente se encuentra ida a las áreas del mundo en 
desarrollo. El cólera es uno de los mejores ejemplos de en- 
fermedades transmitidas por el agua, que se podrían con- 
trolar fácilmente mediante la aplicación de medidas desti- 
nadas al tratamiento del agua. 


Biología y epidemiología 

La enfermedad del cólera es causada por Vibrio cholerae, una 
bacteria Gram negativa con forma de varilla curvada (véase 
Sección 12.12), que se transmite casi exclusivamente a través 
del agua contaminada. Sin embargo, al igual que ocurre 
соп otras muchas enfermedades transmitidas por el agua, 
el cólera también se asocia con el consumo de alimentos. 
En América el cólera se ha relacionado con el consumo de 
moluscos bivalvos y vegetales crudos, Presumiblemente 
los vegetales fueron lavados con aguas contaminadas y los 
lechos de crecimiento de los moluscos estaban contamina- 
dos con aguas residuales. 

Desde 1817 el cólera ha arrasado el mundo en siete gran- 
des pandemias. La última comenzó en 1961 у continúa has- 
ta la actualidad. Se han reconocido dos biotipos de Vibrio 
cholerae, el clásico y El Tor. La cepa clásica de V. cholerae fue 


aislada por vez por Robert Koch en 1883 y fue el 
biotipo Ме de las anteriores a 1961, El 
biotiopo El Tor es el responsable de la séptima pandemia 


que comenzó en 1961. А! menos 5 millones de casos de có- 
lera se han registrado desde 1961, produciendo 250 000 
muertes. Еп 1999, hubo más de 400 000 casos y 9000 muer- 
tesen todo el mundo. 

El cólera es endémico de África, sudeste asiático, sub- 
continente Indio y America Central y del Sur, especialmen- 
te en la áreas donde el tratamiento de las aguas residuales es 
deficiente о inexistente. Los viajeros que se dirijan hacia las 
áreas endémicas deben considerar la posibilidad de la 
inmunización frente al cólera. Incluso en países desarrollados 
el cólera es una enfermedad peligrosa. Brotes esporádicos 
(menos de 250 casos en total) han sido recogidos en los Es- 


tados Unidos, principalmente a lo largo de la costa del Gol- 
fo, en los últimos 10 años. Los moluscos bivalvos crudos pue- 
den ser el vehículo de transmisión; Vibrio cholerae parece ser 
endémico y capaz de vivir autónomamente en las aguas cos- 
teras, adhiriéndose a la biota normal (Figura 28.9). 


El control del cólera depende primeramente de medidas 
sanitarias adecuadas; Vibrio cholerae es completamente eli- 
minado de las aguas residuales durante el tratamiento apro- 
piado de las mismas y durante la potabilización del agua. 


Patogénesis 
Después de la ingestión de un inóculo importante, las célu- 
las de V. cholerae se asientan en el intestino delgado. Estudios 
еп humanos voluntarios han mostrado que la acidez del es- 
tómago es la responsable de que sea necesario un inóculo 
grande para que se inicie el cólera. Se requiere normalmente 
la ingestión de 10° a 10° vibrios del cólera para que se pro- 
duzca la enfermedad, віп embargo en los voluntarios a los 
que se administró bicarbonato para neutralizar la acidez del 
estómago, tan sólo se necesitaron 10' células, Incluso un me- 
nor número es capaz de iniciar la infección si V. cholerae es 
ingerido con los alimentos, presumiblemente porque la co- 
mida protege a las bacterias de la acidez del estómago. 
Cuando los vibrios se unen a las cólulas epiteliales en 
el intestino delgado, crecen y liberan una enterotoxina 
(véase Sección 21.11). La toxina colérica causa diarrea que 
puede determinar la deshidratación y la muerte si el pa- 
dente no recibe terapia a base de líquidos y electrolitos. La 
enterotoxina causa una perdida de fluido mayor de 20 1 
(20 kg) por día. La tasa de mortalidad en enfermos de có- 
lera no tratados alcanza el 60%, 


Diagnóstico y tratamiento 

El cólera se diagnostica por la presencia de los bacilos Gram 
negativos en forma de coma de Vibrio cholerae en las heces 
diarreicas de los pacientes. La terapia a base de ingestión de 


IT Calas de Verio choleras unidas a la superficie de 


Voivox, un alga de agua dulce. El aislado ве obtuvo de un área de Ban- 
gladesh donde el cólera es endémico. Las células de Vibrio cholerae 
están teñidas de verde por un anticuerpo monoclonal frente а las pro- 
teinas de superficie de la bacteria. Е color rojo es debido a la fluores- 
cencia de la clorofila а del alga. 


líquido oral e intravenoso (20 g de glucosa, 42 g de NaCl, 
40 g de NaHCO; y 1, g de KCI disuelto en 1,01 de H0) 
ез la más eficaz. El tratamiento oral es el preferido, ya que 
no necesita de equipamiento especial o estéril. 

El tratamiento reduce la tasa de mortalidad hasta el 1%. 
La estreptomicina o la tetraciclina pueden reducir el curso 


de la enfermedad, pero son de escaso beneficio sin el si 


multaneo aporte de fluido y electrolitos. 


/_28.5 Revisión de conceptos 


Vibrio cholerae es un patógeno que causa el cólera, una enfer- 
medad que produce diarrea aguda y determina una severa des- 
hidratación. El cólera se presenta en pandemias, La pandemia 
actual tiene focos endémicos en América, India, Asia y África 


4 Señale las medidas para prevenir el cólera en áreas end 
micas 
4 Indique medidas específicas para el tratamiento del cólera. 


| 28.6 | Giardiasis y criptosporidiasi 


La giardiasis y la criptosporidiasis son enfermedades cati- 
sadas por los protozoos Giardia lamblia y Cryptosporidium 
Parvum, respectivamente. Estos organismos representan ил. 
problema, incluso en las aguas correctamente tratadas, por- 
que se encuentran prácticamente en todas las aguas super 
ficiales y son muy resistentes al cloro. 


Giardiasis 

Giardia lamblia es un protozoo flagelado (vénse Sección 148) 
que se puede transmitir a los humanos a través de agua сопе 
taminada con restos fecales, si bien también han sido docu: 
mentados casos de transmisión por alimentos y por contactó 
sexual. La giardiasis es una gastroenteritis aguda causada 
por el nombrado protozoo parásito (Figura 28.10). Las célu- 
las del protozoo, llamadas trofozoides (Figura 28.104) pro- 
ducen un estado de reposo llamado quiste (Figura 29.100), 
El quiste dispone de una delgada pared de protección que 
permite al parásito resistir las condiciones de deshidratac 

y los tratamientos químicos. Después de la ingestión en agua 
contaminada, los quistes germinan, se unen a las paredes de: 
los intestinos y causan Jos síntomas de las giardi 
repentina, líquida y maloliente, calambres intest 
tulencia, náuseas, pérdida de peso y malestar. Los síntomas 
pueden ser agudos o crónicos. La diarrea maloliente y la аць 
sencia de. то mucus en las heces ayudan a diferenciar 
el diagnóstico de la giardiasis de otras gastroenteritis de ca- 
rácter vírico o bacteriano, Muchos individuos están infecta- 
dos pero no muestran sintomas, siendo portadores, 

Giardia está implicada en 4 de los 15 brotes recientes de 
enfermedades infecciosas transmitidas por el agua en los: 
Estados Unidos (Tabla 28.1). La giardiasis puede también 
aparecer por la ingesta accidental del agua contaminada de 
una piscina o lago. Los quistes de Giardia se han encontras 
do en el 97% de las fuentes de aguas superficiales (ríos, la- 
gos, estanques) de los Estados Unidos, Los quistes son 
resistentes a la cloración gracias a su pared, y muchos de los 
brotes se han asociado con sistemas de potabilización de 


ава 


JARDIASIS Y CRIPTOSPORIDIASIS = 937 


а) 


e 


Microgralas electrónicas de bando del parásño Garda (a Trofozoida móvil volozoide mis 15 pm de опо (Б) Quita 


El quiste тиде 11 рт de longitud. 


agua que únicamente emplean cloro. Las aguas sometidas 
a apropiados procesos de clarificación y filtración seguidos 
de cloración (véase Sección 28.3) están generalmente libres 
de quistes de Giardia, 

Casos aislados de giardiasis se han asociado con la in- 
gesta de agua no іг zonas silvestres. Castores y ra 
tas azmilcleras son portadores habituales de este protozoo, 
y pueden transmitir células o quistes al agua, producien- 
Чо infecciones en humanos cuando ésta es ingerida. Como 
medida de precaución todo el agua consumida de ríos, por 
ejemplo durante una acampada o ruta caminando, debe ser 
filtrada y tratada con yodo o cloro, o filtrada y hervida. El 
hervido es el método que mejor asegura un agua micro- 
biológicamente aceptable. 

Los métodos de diagnóstico en el laboratorio incluyen 
la detección de los quistes de Giardia en las heces o la de- 
mostración de la presencia ив antígenos mediante ELI- 
SA (vénse Sección 24.11), Los medicamentos quinacrina, 
furazolidona y metronidazol son de utilidad en el trata 
miento de la infección aguda 


Criptosporidiasis 
El protozoo Cryptosporidium parvum aparece en la natura 
leza como parásito de una gran variedad de animales de 
sangre caliente. Los parásitos son minúsculos (2-5 ит), re- 
dondeados, e invaden y crecen intracelularmente en las cé- 
lulas del epitelio mucoso de intestino y estómago. El 
protozoo produce oocistos infecciosos, соп una pared grue- 
sa y resistentes al cloro, que son liberados al agua en gran 
número a través de las heces. La infección se transmite 
cuando otro animal consume el agua contaminada por las 
heces. Los quistes de Cryptosporidium son muy resistentes 
ala cloración (más de 14 veces más resistentes que la por sí 
resistente Giardia), y por tanto métodos de filtración y se- 
dimentación son precisos para eliminarlos de las fuentes 
de agua potable. 

Cryptosporidium parvum fue el responsable del mayor 
brote de una enfermedad transmitida por agua que aún se 
recuerda. En Milwaukee, Wisconsin, en la primavera de 


1993, alrededor de 400 000 personas desarrollaron una en- 
fermedad diarreica que fue diseminada por la red munici 
pal de abastecimiento de agua. Las lluvias primaverales 
arrastraron hasta el lago Michigan los materiales de las 
granjas de la zona y sobrecargaron el sistema de abasteci- 
miento de agua, produciendo la contaminación por el pro- 
tozoo. С. parvum es además un parásito intestinal de la 
cabaña lechera, la fuente más probable de este brote. 

La criptosposiosis se caracteriza por una diarrea suave. 
En individuos normales la diarrea es autolímitante y la ma- 
уогіа se recuperan sin mayor problema en el plazo de dos 
semanas. Sin embargo en individuos con problemas en el 
sistema inmunitario, tales como pacientes con síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), o individuos muy 
jóvenes o muy mayores pueden desarrollar serías complica- 
ciones. En el brote de Milwaukee, alrededor de 4400 perso- 
nas requirieron cuidados hospitalarios y algunas murieron 
debido a las complicaciones asociadas a la enfermedad, en- 
tre las que se incluye una severa deshidratación. 

El brote de Milwaukee ejemplifica la debilidad de los 
sistemas de potabilización de agua, y la necesidad de un 
continuo control y vigilancia, así como las catastróficas con- 
secuencias que puede tener un fallo en es sistema de abas- 
tecimiento de agua 

Los métodos de laboratorio para el diagnóstico de la 
criptosporidiosis incluyen la demostración de la presencia 
Че oocistos en las heces. El tratamiento no es necesario en 
Personas con un sistema inmunitario intacto, pero en indi- 
viduos sometidos a terapia inmunosupresora (por ejemplo, 
prednisona), se aconseja la interrupción del tratamiento de 
inmunosupresión. Individuos inmunocomprometidos de- 
ben someterse a terapia (por ejemplo, a la administración 
intravenosa de fluidos y electrolitos). 


/_28.8 Revisión de conceptos 


La giardiasis y la criptosporiosis son producidas por los quistes 
resistentes al cloro formados por Giardia lamblia y Cryptospori- 

dium parvum, respectivamente, en agua contaminada con heces 
de humanos о animales infectados. Estas enfermedades son oca- 
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sionalmente propagadas por el agua potable y el de recreo. La 
infección por ambas causa diarrea, 


Y Explique la importancia de los quistes en la supervivencia 
e infectividad tanto de Giardia lamblia como de Cryptospori- 
dium ратоит. 

¿Por qué se asocian con frecuencia los protozoos con las en- 
fermedades transmitidas por el agua, incluso en países desa- 
rrollados? Mencione los pasos necesarios para la reducción 
desu incidencia, 


Legionella pneumophila, la bacteria que causa la legionelosis, 
es un patógeno que se transmite por el agua, normalmen- 
te en aerosoles más que por el agua de bebida o de recreo, 
llegando a ser una importante y emergente enfermedad 
transmitida por el agua, especialmente en países desarro- 
llados (véase Sección 25.10). 


Biología y epid 
Legionella pneumophila fue descubierta como patógeno de- 
bido al brote de neumonía que tuvo lugar durante la con- 
vención de la Legión Americana en el verano de 1976, 
Legionella es una bacteria con forma de varilla Gram nega- 
tiva (Figura 28.11) con requerimientos nutricionales muy 
complejos, incluyendo un inusualmente alto requerimien- 
to de hierro, y no se encuentra relacionada con ningún otro 
patógeno asociado con infecciones respiratorias. Legionella 
puede ser detectada mediante técnicas de inmunofluores- 
cencia (véase Sección 24.10), y puede ser aislada de medios 
tanto terrestres como acuáticos y de pacientes que sufren 
legionelosis. 

Legionella está presente en bajo número en lagos, ríos y 
suelos. Es relativamente resistente al calor y a la cloración 
у, por ello, también se puede distribuir a través de los sis- 


te 0,6 um de diámetro, 


temas de abastecimiento de agua. Es comúnmente encon- 
trada en grandes cantidades en torres de refrigeración y 
condensadores de evaporación de los grandes sistemas de 
aire acondicionado. El patógeno crece en el agua y se dise- 
mina a través de los aerosoles. La infección en humanos se 
produce a través de las gotitas de aerosoles que hay en el 
aire, y no ocurre de persona a persona. Múltiples brotes de 
legionelosis tienden a ocurrir en los últimos meses del ve- 
rano, cuando los aparatos de aire acondicionado son ex- 
tensivamente empleados. 

Legionella también ha sido localizada en tanques de agua 
caliente donde crece a elevadas concentraciones en el agua 
caliente (35-0°С) y estancada. Estudios epidemiológicos ac 
tuales indican que las infecciones por Legionella ocurren en 
cualquier época del año, primariamente como resultado de 
los aerosoles generados por los sistemas de calentamiento y 
enfriamiento, y prácticas tan comunes como el ducharse û 
bañarse, De todos modos, la incidencia registrada de casos 
de legionelosis se ha mantenido constante (Figura 28.12), 
pero probablemente más del 90% de los casos no son diag- 
nosticados о apropiadamente registrados, La prevención de 
la legionelosis debe ser abordada con la mejora en el man- 
tenimiento y diseño de los sistemas de calentamiento y en- 
friamiento que necesitan agua para su funcionamiento, y de 
los sistemas de distribución de agua, Legionella pneumophila 
puede ser eliminada de la distribución de agua por hiper- 
cloración o por calentamiento a >63°С. 


Legionella es un parásito intracelular que invade y crece en los 
macrófagos alveolares y en los monocitos (wase Sección 222), 
Las infecciones son a menudo asintomáticas о producen шу 
ligero catarro, dolor de garganta, ligero dolor de cabeza y 
fiebre. Estos suaves y autolimitantes casos, conocidos comú. 
fiebre Pontiac, no requieren tratamiento y se resuelven de 2 û 
5 días. Sin embargo, infecciones más serias que desencade- 
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EIIE тозеса anual de iegionelosis en los Estados Unk 
dos. Nótese la tendencia estable sin significantes descensos en a in- 
cidencia total en los últimos años. En 1999 el número total de casos 
registrados de legionelosis fue de 1108. Los datos son de los Centros 
de Control y Prevención de Enfermedades, Atlanta, GA, EE.UU. 


'OIDEA Y OTRAS 


пап casos de neumonía, a menudo ocurren en pacientes de 
avanzada edad, cuya resistencia ha sido previamente com- 
prometida. Algunos serotipos de Legionella (se conocen más 
de diez) están estrechamente relacionados con la producción 
Че neumonía. Antes de la aparición de la neumonía, son co- 
munes los desórdenes intestinales, seguidos de fiebre alta, 
escalofríos y dolor muscular, Estos síntomas preceden a la 
tos seca, y los dolores de pecho y abdominales característi 
cos de la legionelosís. La muerte aparece en más del 10% de 
los casos y es habitualmente debida a fallos respiratorios. 


Diagnóstico y tratamiento 

La detección clínica de Legionella pneumophila se hace nor- 
malmente por cultivo a partir de exudados bronquiales, 
líquido pleural u otros fluidos corporales. Pruebas seroló- 
gicas (anticuerpos) se usan como pruebas retrospectivas de 
infecciones por Legionella (véase Sección 24.7). Como ayuda 
ala diagnosis, los antígenos de Legionella pueden ser detec- 
tados, a veces, en la orina dol paciente. Legionella pmeumophi- 
ln es sensible a los antibióticos rifampina y eritromicina. La 
administración intravenosa de eritromicina es el tratamien- 
to de elección en la mayoría de los casos, 


/__ 28.7 Revisión de conceptos 


Legionella pneumophila es un patógeno respiratorio que causa la 
leyionelosís y la fiebre de Pontiac. L pneumophila crece hasta 
grandes concentraciones en el agua templada y se esparce me- 
diante aerosoles. La incidencia de la legionelosís no está decre 
ciendo. 


/ Indique la fuente de Legionella pneumophila. 
4 Indique medidas específicas para el control de Legionella 


pneumophila 
Fiebre tifoideą y otras 

FIC enfermedades transmitidas 
por el agua 


Gran variedad de bacterias, virus y protozoos pueden pro- 
ducir enfermedades que son transmitidas por fuentes co- 
munes de abastecimiento de agua, Estas enfermedades 
зоп una importante causa de morbilidad, especialmente 
en los países en desarrollo. Aquí vamos a discutir breve- 
mente algunas de estas importantes enfermedades trans- 
mitidas por el agua 


Fiebre tifoidea 

Аезсайа global, la bacteria patógena más importante trans- 
mitida por el agua es Salmonella typhi, agente etiológico de 
la fiebre tifoidea; у Vibrio cholerae, agente etiológico del có- 
Jera, como ya se señaló previamente. Aunque Salmonella 
typhi también puede ser transmitida a través de alimentos 
contaminados (véase Sección 29.6) y por contacto directo con 
los individuos infectados [véase Capítulo 25, recuadro, «El 
trágico caso de María Tifoidea (Mary Typhoid)»], aunque la 
vía de transmisión más importante es el agua. Afortunada- 
mente la fiebre tifoidea ha sido prácticamente erradicada en 
los países desarrollados, especialmente debido a la potabi- 


lización del agua. En Estados Unidos se declaran menos de 
400 casos anuales pero, como ya se comentó en la Sección 
28.1, la fiebre tifoidea fue uno de los mayores problemas de 
salud pública antes de que el agua destinada al consumo 
fuese filtrada y clorada rutinariamente. Sin embargo, algu- 
nos fallos en los sistemas de tratamiento, contaminación del 
agua durante las inundaciones, terremotos y otros desas- 
tres, o contaminación de la red de agua potable por filtra- 
ciones de la red de aguas residuales, pueden producir la 
aparición de epidemias de fiebre tifoidea. 


Virus 

Los virus también se transmiten por el agua y producen en- 
fermedades en el hombre. Frecuentemente algunos entero- 
virus como los poliovirus (обаве Sección 16.7), virus del tipo 
Norwalk (véase Tabla 25.5) o virus de la hepatitis A (véase 
Sección 26.11) llegan al agua a través de las heces. El agen- 
te vírico más importante es el poliovirus, sí bien los polio- 
virus han sido eliminados del hemisferio occidental (véase 
Sección 25.8). Aunque los virus pueden sobrevivir en el 
agua durante periodos de tiempo relativamente elevados, 
son fácilmente neutralizados por los tratamientos habitua- 
les de potabilización como la cloración. El mantenimiento de 
0,6 partes por millón (ppm) de cloro en el agua (Sección 
283) asegura la neutralización de los virus en la misma. 


Amebiasis 
Existen numerosas amebas capaces de habitar en los teji- 
dos del hombre y de otros vertebrados, normalmente en la 
cavidad oral o en el tracto intestinal, algunas de las cuales 
son patógenas. Ya hablamos de las propiedades generales 
de las amebas dentro de los protozoos, en la Sección 14.9. 
En el mundo, Entamoeba hystolytica es un protozoo pa- 
tógeno muy común que se transmite por el agua y ocasio- 
nalmente por los alimentos (Figura 28.13). E. hystolytica es 
una ameba anaeróbica, cuyos trofozoides carecen de mito- 
condrias. Como Giardia, los trofozoides de Е. hystolylica pro- 
ducen quistes. Los quistes son los responsables de la infes- 
tación y su germinación ocurre en el intestino, donde las 
células de la ameba crecen tanto dentro como sobre las cê- 
lulas epiteliales de la mucosa, Muchas infecciones son asin- 
tomáticas, pero un crecimiento continuado puede dar lu- 


Bvotozode de Entamoeba histolytica, la ameba que 
Causa amebiasis. Las estructuras rojas pequeñas son glóbulos rojos. 
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gara la invasión y ulceración de la mucosa intestinal, dando 
lugar a diarrea y calambres intestinales. La diarrea puede 
progresar e invadir las paredes del intestino, produciendo 
un cuadro clínico denominado disentería, caracterizada por 
inflamación intestinal, fiebre y presencia de sangre y mu- 
cosidad en las heces. Si no es convenientemente tratada, los 
trofozoides invasivos de E. hystolytica pueden invadir el hí- 
gado e incluso los pulmones y el cerebro. El crecimiento en 
dichas localizaciones causa accesos graves y muerte. En el 
mundo, más de 100 000 personas mueren cada año de di- 
senteria invasiva producida por amebas. Esta enfermedad 
ез extremadamente común en los países tropicales y sub- 
tropicales de todo el mundo; al menos 50 millones de per- 
sonas padecen diarreas sintomáticas anualmente y hasta 10 
veces más muestran evidencias de infección asintomática. 
En los Estados Unidos, hay varios cientos de casos al año, 
la mayoría de los cuales tienen lugar en las zonas fronteri- 
zas del sureste, 

La amebiasis producida por E. hystolytica puede tratar- 
se con dehidroemetina en el caso de enfermedad invasiva 
y con furoato de diloxanida en algunos casos asintomáticos, 
сото en individuos con el sistema inmunitario compro- 
metido; no obstante los fármacos frente a las amebas no son 
universalmente efectivos. La curación se produce de forma 
espontánea, lo que sugiere que el sîstema inmunitario del 
hospedador tiene una función importante en las fases fi- 
nales de la infección. Aún así, la inmunización protectora no 
queda garantizada después de la primera infección, ya que 
la reinfección es bastante común. Esta enfermedad tiene 
una incidencia muy reducida en países con un tratamiento 
apropiado de las aguas residuales. Un tratamiento inade- 
cuado de las aguas residuales, así como el consumo de 
aguas superficiales sin tratar, son los principales responsa- 
bles de las infecciones. 

El diagnóstico de laboratorio se basa en demostrar la 
presencia de quistes de E. hystolytica en heces, de trofozoi- 
tos en tejidos о la presencia en la sangre de anticuerpos 
frente a E. hystolytica, a través de ensayos de tipo ELISA 
(vénse Sección 24.11). 


Pregun 


Naegleria fowleri también puede producir amebiasis, pero 
en una forma muy diferente. N. fooleri es una ameba de vida 
libre que se encuentra en el suelo y en el agua corriente. Las 
infecciones por N. fowleri suelen ser el resultado de baños 
еп aguas templadas contaminadas, tales como fuentes de 
aguas termales y rios en verano. La ameba de vida libre en- 
tra en el cuerpo a través de la nariz y se acantona directa- 
mente en el cerebro. Ahí la ameba se propaga, causando 
hemorragias generalizadas y daño cerebral. Este cuadro cli- 
nico se conoce como: itis. La muerte tiene lu- 
gar en una semana. En la pasada década, hubo 18 brotes de 
meningoencefalitis debido a la exposición a aguas de recreo 
contaminadas en los Estados Unidos (Tabla 28.2). En 1998, 
hubo 4 brotes, cada uno de ellos en un único niño (edades 
entre 3 y 14 años) que nadaban o jugaban en lagos o ríos en 
verano. Las cuatro víctimas murieron. 

El diagnóstico de la infección por N. fowleri requiere la 
observación de la ameba en el fluido cerebroespinal. Si se 
hace ып diagnóstico rápidamente, la anfotericina В puede 
emplearse con éxito en el tratamiento de esta infección, 


/_28.8 Revisión de conceptos 


La fiebre tifoidea, las infecciones víricas y las amebiasis son 
enfermedades importantes transmitidas por el agua, La fiebre 
tifoidea y las enfermedades causadas por los virus, aunq! 
muy comunes en países en vías de desarrollo, pueden ser б 
cilmente controladas mediante un apropiado tratamiento бе 
las aguas. La disentería producida por las amebas es un 
blema a escala mundial que afecta a millones de personas. La 
meningoencefalítis es una rara pero seria condición causada. 
por Nacglería. 

4 Explique el impacto que tendría una higienización а 
piada del agua en la transmisión de enfermedades como 
fiebre tifoidea у la polio, debidas a la contaminación fecal 
las aguas. 

+ Defina un sistema eficaz para eliminar o reducir el nı 
Че casos de meningoencefalitis, 


1. Defina los coliformes y la prueba de los coliformes. 
¿Por qué se emplea la prueba de los coliformes para 
determinar la potabilidad del agua? 

2, Diseñela jón del agua residual de una plan- 
ta típica. ¿Cuál es la reducción total en la DBO? 

3. Enumere los métodos empleados para el procesa- 
miento del agua potable. ¿Qué importantes coatami- 
nantes son eliminados en cada paso del proceso? 

4, Identifique las fuentes más importantes de transmi- 
sión de infecciones por el agua. ¿Por qué las fuentes 
de infección son tan peligrosas para la salud pública? 

5. ¿Por qué los antibióticos no son efectivos en el trata- 
miento del cólera? 


в. La giardiasis y la сті son importantes 
problemas de salud pública, incluso en áreas con es- 
trictos estándares de calidad en el agua. Explique este 
fenómeno. 

7. Describa las principales características de la legione- 
losis. ¿Qué distingue esta enfermedad de otras enfer- 
medades transmitidas por el agua? 

В. Numerosas enfermedades transmitidas por el agua 
һап podido ser controladas gracias a las plantas de 
tratamiento de aguas. Identifique al menos dos de 
estas enfermedades e indique cómo han sido con- 
troladas. 
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Ejercicios prácticos 


1. En la prueba de coliformes, explique por qué el pro- 
cedimiento de ésta no identifica los patógenos. ¿Sería 
posible realizar pruebas en el agua para identificar to- 
dos los patógenos transmitidos por ésta? ¿por qué sî o 
por qué по? 

2. ¿Por qué la reducción de la DBO de las aguas resi- 
duales es el principal objetivo del tratamiento de las 
mismas? ¿Qué ocurre cuando la ОВО no es significa- 
tivamente reducida antes de ser vertida a lagos o ríos? 

3. Identifique y explique los procedimientos empleados 
para eliminar los contaminantes químicos y biológi- 
сов del agua para el consumo humano. ¿Qué proble- 
ma puede ocurrir si los métodos de 
químicos o biológicos fallan? No olvide tener en cuen- 
ta la pureza del agua sin tratar. 

4. El gobierno federal de Estados Unidos ha definido 
unos estrictos estándares de agua potable. Estos es- 
tándares están regulados por la ley: Sin embargo, los 
estándares del agua para recreo no son tan estrictos. 
Explique por qué los estándares del agua destinada al 
recreo son más flexibles, y diseñe los estándares de ca- 
lidad del agua de recreo para el área en que usted vive. 


5. Explique si Vibrio cholerae puede o no causar epide- 
mias de cólera en los Estados Unidos. Justifique su res- 
puesta. Recuerde que У. cholerae se encuentra en las 
aguas del Golfo de México. 

6. ¿Por qué las aguas superficiales se encuentran conta- 
minadas con los quistes de varios protozoos? ¿Qué pa- 
sos deben tomar los responsables de la salud pública 
para remediar este problema? 

7. Identifique los problemas potenciales en el diseño de 
aparatos de aire acondicionado o aparatos de ducha 
que permiten el crecimiento y desarrollo de Legionella 
pneumophila. 

8. Comente los esquemas de tratamiento de aguas resi- 
duales y de agua destinada al consumo que deben to- 
marse para controlar enfermedades como la fiebre 
tifoidea. ¿Es posible eliminar Salmonella typhi como se 
ha hecho con el virus de la polio? ¿Podría ser posible 
о aconsejable en el caso de Naeglería foxolerí? Explique 
por qué. 
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NTO MICROBIAMO Y ALTERACIÓN DE LOS 


Actividad de agua (aJ disponibilidad de 
эрча para su usa en procesos metabólicos 

Alimentos alterados cambio en las carac- 
terísticas organolépticas: apariencia, olor. 
o fabor, de un alimento que le hace in- 
Aceptable para su consumo 

Alimentos no perecederos (estables) ıl 
mentos con escasa actividad de agua que 
disponen de un largo репо de conser- 
vación y son resistentes a la alteración por 
microorganismos 

Alimentos perecederos alimentos frescos 
Beneralmente con alta actividad de agua. 
Que disponen de periodos de conservación 
muy cortos debido a una potencial atra 
¿ón porel crecimiento de microorganismos 

Alimentos semiperecederos alimentos de 


nen de un tiempo de conservación limita- 
do debido a la potencial alteración por el 
crecimiento de microorganismos. 

Botutismo intoxicación alimentaria debida a 
la ingestión de alimentos que contienen la 
toxina botulínica producida por Clostri- 
йит botulinum 

Envasado proceso de almacenamiento de 
“alimentos en un recipiente cerrado y pos- 
terior calentamiento para destruirlos mi- 
cworganismos vivos 

Escabeche proceso de acidificación de los 
alimentos para prevenir el crecimiento de 
micruorganismos y su alteración 

Infección alimentaria entermedad causado 
por una infección resultante de la ingestión. 
de alimentos contaminados 


Intoxicación alimentaria entermedad que 
resulta de la ingestión de alimentos que 
contienen toxinas microblanas. 

Irradiación exposición de los alimentos a 
una radiación ionizante con el propósito 
Че inhibir el crecimiento de microorganis- 
mos, insectos o de retardar el crecimiento, 
y/o maduración 

lofilización proceso de eliminación del agua 
de alimentos congelados bajo condiciones 
de vacio 

Listeriosis infección alimentaria intestinal cau 
sada por Listeria monocylogenes que puede 
producir septicemia y meningitis 

‘Salmonelosls enterocolitis causada por al- 
guno de los 1400 serotipos de Salmonella 
PP 


intermedia actividad de agua que dispo- 


| ов microorganismos son factores importantes de nues- 
(гов alimentos. Gran variedad de los alimentos que 


consumimos son producidos o mejorados por la acción mi- 
хтоБіапа, por ejemplo: productos de la leche como queso, 
mantequilla, nata y yogurt son producidos por fermentacio- 
nes microbianas, El chucrut es un alimento vegetal fermenta- 
do, Productos cámicos como ciertas salchichas у patés usan 
fermentaciones microbianas. El vinagre de sidra es producido 
una bacteria del ácido láctico (vénse Sección 30.10). Las 

idas alcohólicas son producidas por procesos de fermen- 
tación donde se usan levaduras (véase Sección 30.13). Co- 
'mentaremos el empleo de mi ismos en la producción 
де alimentos a escala industrial en el Capítulo 30. 

Еп el presente capítulo, nos centraremos en los aspectos 
negativos del crecimiento microbiano en los alimentos. El 
crecimiento incontrolado y no deseado de microorganis- 
тов destruye enormes cantidades de alimentos, causando 
importantes pérdidas económicas así como de nutrientes. El 
consumo de alimentos contaminados con un determinado 
microorganismo o los productos que éstos generan pueden 
también producir enfermedades muy serias tales como in- 
fecciones o intoxicaciones alimentarias. 


1 CONSERVACIÓN DE LOS 
ALIMENTOS Y CRECIMIENTO 
MICROBIANO 


Los microorganismos son ubicuos en nuestro ambiente, pu- 
diéndose encontrar en el agua, aire y especialmente en los 
alimentos. Los alimentos frescos, la mayoría de los prepa- 
rados e incluso algunas veces los alimentos preservados, se 
contaminan con microorganismos. Primero vamos a hablar 
de los microorganismos importantes como agentes que de- 


terioran los alimentos, y después presentaremos una varie- 
dad de métodos empleados para el control de su crecimiento 
y conservación del alimento, 


Crecimiento microbiano. 
alteración de los alimentos 


Una gran variedad de microorganismos son capaces de 
colonizar y crecer en los alimentos. Muchos alimentos pro- 
porcionan un medio apto para el crecimiento de los micro- 
organismos, y el crecimiento de los mismos produce una 
reducción en la calidad y disponibilidad de los mismos, 


Alteración de los alimentos 
Se entiende por alteración de los alimentos el cambio en las 
características organolépticas, es деси, en la apariencia, olor 
о sabor que los hace inaceptables para el consumo, Los ali- 
mentos alterados no tienen necesariamente que ser peligro- 
sos para la salud, pero en algunos casos la alteración es 
lucida por organismos patógenos. Los alimentos alte- 
rados generalmente se consideran no aptos para el consumo 
у no pueden distribuirse о consumirse, La alteración de los 
alimentos causa importantes pérdidas económicas a los pro- 
ductores, e incluso a los consumidores, en for- 
ma de elevación de precios y restricción de abastecimiento. 
Dado que los alimentos son material orgánico, pueden 
proveer nutrientes para el crecimiento de una amplía у 
riedad de bacterias quimioorganotróficas. Las característi- 
саз físicas у químicas de los alimentos determinan su grado 
de susceptibilidad a la actividad microbiana. Con respecto 
ala alteración, los alimentos se pueden clasificar en tres ca- 
tegorías principales: (1) alimentos perecederos, tales como 
muchos alimentos frescos; (2) alimentos semiperecederos, 
tales como patatas y frutos secos; y (3) alimentos no pere- 
cederos, tales como la harina o el azúcar (Tabla 29.1). Estas 
categorías de alimentos se diferencian en cuanto al conteni- 
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nencial depende de la temperatura, el valor nutritivo del ali- 
mento y otras condiciones de crecimiento. El tiempo requeri- 
do para que la densidad de población de la bacteria alcance 
un nivel significativo en un determinado producto alimenti- 
cio depende del inóculo inicial y de la tasa de crecimiento 
durante la fase exponencial. Los efectos de la alteración del 
N aia NL xan) alimento son sólo observables cuando la densidad de pobla- 
A бара Музы! poco ción del microorganismo alcanza un nivel sustancial. Incluso 
a эме чеч Rican, Narina, мто y legumbres secas. durante gran parte del crecimiento exponencial la densidad 
de la población es tan baja que no se observa efecto alguno. 
Solamente en los últimos momentos de esta fase se observa 
Р són іа alteración (véase Sección 6.4). Así, durante la mayor parte 
do de humedad, el cual se relaciona, como vimos en la Sección = 
612, con la actividad de agua ay. Los alimentos no регесе- de) crecimiento microbiano sobre los alimentos по se detec 
deros tienen una baja actividad de agua y pueden ser gene- — fácilmente ningún cambio en la cal le Jos mismo 
ralmente almacenados durante largos periodos de tiem 
sin que se deterioren. Alimentos perecederos o semipere. — Z_ 29.1 Revisión de conceptos 
cederos son aquéllos con alta capacidad de agua. Estos ali- Los alimentos a menudo se deterioran debido ala contaminación 
mentos deben ser almacenados bajo condiciones que га- por microorganismos. Los alimentos son muy variables еп cuan 
lenticen o detengan el crecimiento microbiano. Ло а su sensibilidad al crecimiento microbiano, dependiendo de 
Los alimentos frescos son alterados por una amplia va- зц contenido de nutrientes y agua. Cada categoría individual de 
riedad de bacterias y de hongos, y cada tipo de alimento alimentos presenta patrones específicos de alteración y de ml 
fresco es colonizado tipicamente por un microorganismo en  eroorganismos Muchos microorganismos responsables de la al 


particular (Tabla 29.2). Debido а que las pr [эел de los alímenivó aon tacablén potencialmente 
micas de los alimentos es muy variable, diferentes alimen- PA O 


tos son colonizados por aquellos microorganismos que son / Enumerelas principales categorías de alimentos y definalot 
mejores a la hora de aprovechar los nutrientes disponibles. соп respecto a su contenido de aguas. 

Por ejemplo, las bacterias entéricas como Salmonella, Shige: Y. Identifique al menos tres géneros bacterianos que produže 
lla y Escherichia son patógenos potenciales que viven en el in- can tanto la alteración de alimentos como enfermedades e 
testino de los animales, y están raramente implicados en la al- el hombre. 
teración de frutas o vegetales, pero sí en la de la came. En los 


mataderos, los contenidos intestinales, incluyendo las bacterias 
vivas, pueden contaminar la carne. De igual manera, las bac- ЕЯ Conservación de mentos 
terias ácido-lácticas de los productos lácteos son las mayores 
responsables de la alteración de los mismos. Especies de Psev- Vamos a examinar diferentes métodos de conservación 
йотопаз se encuentran en el suelo y en los animales, y son res- almacenamiento de alimentos que inhiben o detienen 
ponsables habituales de la alteración de los alimentos frescos. crecimiento de los organismos que causan la alteración d 
El crecimiento bacterianoen los alimentos sigue el patrón оз alimentos y de los patógenos del hombre. 
estándar del crecimiento bacteriano (véanse Secciones 6.3 y 
6.4). La fase de latencia puede ser de duración variable, de- 
pendiendo del organismo contaminante y su previa historia 
de crecimiento. La tasa de crecimiento durante la fase expo- 


TABLA 29.1 


TABLA 29,2 
Frutas y verduras Bacterias Erwinia, Pseudomonas, Corynebacterium (principalmente patógenos vegetales, 
raramente en frutas) 
Hongos. Aspergillus, Botrytis, Gevtrichtum, Rhizopus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria, 
Phytophora, varias levaduras 
Came fresca, aves y mariscos Bacterias Acinetohacter, Aeromonas, Pseudomonas, Micrococcus, Achromobacter. 
Flancbacterium, Proteus, Salmonella, Escherichia, Campylobacter, Listeria 
Hongos Cladosporium, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichium, Sporotrichtum, 
Candida, Torula, Rhodotorula 
Leche Bactenas Streptococcus, Leuconostoc Lactococcus. Гасіоћос Пиз, Pseudomonas, Proteus 
Alimentos muy azucarados Bacterias Clostridium, Bacillus, Flavobucirium 


Hongos. Saccharomyers, Torula, Penicillium 


Lon organismon cados чөп los obmervados mis frecuentemente como agentes causantes de la alteración de alimentos frescos o ресет. Las gêneros en neg 
ta contienen posibles microorganismes patógenos para «i hombre. 
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mentos es la temperatura (базе Sección 6.9). En general, baja 
temperatura de almacenamiento deriva en un retraso de la 
alteración: sin embargo hay un grupo de microorganismos 
criotolerantes (resistentes al frio), que pueden sobrevivir y 
crecer а las temperaturas de refrigeración de los alimentos. 
No obstante, el almacenamiento de alimentos perecederos 
durante largos periodos de tiempo (mucho mayores que al- 
gunos días) es posible a temperaturas por debajo de la con- 
gelación. La congelación y descongelación altera la estructura 
Че muchos alimentos. Por ello la congelación no es un siste- 
та aceptable de conservación de muchos alimentos frescos, 
pero si es ampliamente empleado para otros como la carne, 
y muchas frutas y verduras, Los congeladores más emplea- 
dos proporcionan una temperatura de ~20°C. А esta tem- 
peratura el almacenamiento es posible durante semanas о 
meses, aunque el crecimiento microbiano puede ocurrir en 
pequeñas burbujas de agua atrapadas en la masa congela- 
da, Para la conservación a largo tiempo, son necesarias tem- 
peraturas de —ВИ°С (temperatura del hielo seco). El mante- 
himiento de esta temperatura es caro y consecuentemente 
по se usa para el almacenamiento habitual de alimentos. 


Acidez 

Ошо factor importante que afecta al crecimiento microbiano 
еп los alimentos es el pH o la acidez. Los alimentos son va- 
riables en cuanto а su pH, pero la mayoría son neutros o áci- 
dos. Los microorganismos varían en cuanto a su capacidad 
para crecer bajo condiciones ácidas, pero condiciones de pH 
5 o menor inhiben el crecimiento de la mayoría de los mi- 
croorganismos que determinan la alteración de los alimen- 
tos (обрве Sección 6,11). Además, la acidificación es a menudo 
usada para la conservación de los alimentos, en un proceso 
denominado escabechado. El vinagre, que es ácido acético 
diluido, se añade en el proceso de escabechado (el vinagre 
es un producto de la fermentación de las bacterias ácido- 
acéticas; su producción industrial será tratada en la Sección 
30.10). Además del vinagre, en el proceso de escabechado 
se emplean grandes cant Че sal o de azúcar para re- 
ducir la cantidad de agua disponible (vénse más adelante) y 
por tanto inhibir el crecimiento microbiano. Alimentos es- 
eabechados típicos son: pepinos (dulces o amargos), pi- 
mientos, carne, pescado y frutas. En algunos casos, el ácido 
puede aparecer en los alimentos como consecuencia del cre- 
cimiento microbiano y el producto es denominado alimento 
fermentado, tal es el caso de la col, el yogurt, el queso y la le- 
che agria. Los microorganismos relacionados con las fer- 
mentación de los alimentos incluyen las bacterias ácido 
acéticas, y las bacterias ácido propiónico. Estas bacterias no 
pueden crecer por debajo de pH 4, lo que implica que la fer- 
mentación de los alimentos es un proceso autolimitado. 


Actividad de agua 

La actividad de agua (а„) es el agua disponible para el me- 
tabolismo de los microorganismos. Dado que los тістоог- 
ganismos no son capaces de crecer en condiciones de baja 
actividad de agua (escasa disponibilidad de agua), el creci- 
miento microbiano puede ser controlado mediante la re- 
ducción del contenido de agua en los alimentos a través de 
la deshidratación о la adición de altas concentraciones de 
solutos tales como agua o azúcar (véase Sección 6,12). El ca- 


lor, tanto natural como artificial, es a menudo empleado 
para la deshidratación, aunque el físico menos da- 
біло епу para la deshidratación de los alimentos es 
la liofilización (congelación-deshidratación), en la cual los 
alimentos son congelados y el agua es eliminada рог expo- 
sición al vacio. Leche, carne, pescado, frutas, huevos y otros 
alimentos económicamente muy importantes son comú 
Thenie compared por alguna forms бебе назви, 

Numerosos alimentos se conservan por la adición de sal 
о azúcar con el fin de reducir la actividad de agua, Los ali- 
mentos conservados mediante la adición de azúcar son 
principalmente frutas (mermeladas, gelatinas y conservas). 
Los productos salados son principalmente carnes y pesca- 
dos. Las salchichas y el jamón son conservados con sal, 
aunque los productos individuales varían en la actividad de 
agua dependiendo de la cantidad de sal añadida y de cuan- 
to producto se һауа desecado. 


Enlatado 

El enlatado es el proceso por el cual los alimentos se intro- 
ducen en contenedores tales como latas o tarros de cristal, 
y son calentados para eliminar todos los organismos vivos, 
© al menos para asegurar que no habrá crecimiento de or- 
ganismos residuales. Cuando el recipiente se cierra y se ca- 
lenta apropiadamente, los alimentos deben mantenerse 
estables y sin deteriorarse de forma indefinida, incluso 
cuando ве almacenan en ausencia de refrigeración, 

La relación tura-üempo en el enlatado depende 
del tipo de alimento, su pH, el tamaño del contendor y la con- 
sistencia о densidad del alimento. Debido a que el calor ha 
Че penetrar completamente hasta el centro del alimento den- 
tro de la lata, los tiempos de calentamiento deben ser mayo- 
тез para recipientes de gran tamaño о alimentos muy densos. 
Los alimentos ácidos pueden enlatarse con eficacia calentan- 
Чо hasta 100°C, mientras que los alimentos no ácidos deben 
calentarse hasta temperaturas del autoclave (121°C). Desa- 
fortunadamente, los tiempos de calentamiento necesarios para 
asegurarse de la absoluta esterilidad del producto коп dema- 

siado largos (véase Sección 20.1) y pueden hacer variar las cua- 
lidades del alimento haciéndolo no apto para el consumo o 
reduciendo sus cualidades nutritivas; por tanto, los alimentos 
enlatados pueden no estar debidamente esterilizados. 

El ambiente en el interior del recipiente es anóxico y el 
crecimiento microbiano en un alimento enlatado es fre- 
cuentemente consecuencia de organismos fermentadores 

producen grandes cantidades de gas, Este recipiente su- 
те por tanto una elevación de la presión interior, dando lu- 
gar a abultamientos o, en casos extremos, a la explosión del 
recipiente (Figura 29.1) Debido a que muchas de las bacte- 
rias anaerobias que crecen en los alimentos enlatados son 
bacterias del género Clostridium, productoras de toxinas 
(véanse Sección 21.10, Tabla 29,2 y Sección 29.5), los alimen- 
tos de un recipiente visiblemente alterados nunca deben 
consumirse; sin embargo la ausencia aparente de gas no es 
garantía absoluta de que el alimento pueda ser consumido. 


Conservación química de los alimentos 

Diferentes sustancias químicas se usan comercialmente para 
controlar el crecimiento de los microorganismos en los ali- 
mentos. Éstos se clasifican por la Food and Drug Admis- 
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“Cambios en latas debido a la alteración microbiana (a) 
Lata normal; la parte superior de la lata estê ligeramente abombada hacia 
өп interior debido a la presión по уа del mismo (vacio en el interior). (6) 
Abombado debido а una pequeña producción de gas. Nótese que la parte 
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superior está Iigeramente distendida. (с) Abombado debido a una exten- 
sa producción de gas. (o) La lata mostrada өп (c) sutrió un golpe y la pr- 


sión interior produjo una violenta explosión, separando la tapa de la misma. 


TABLA 29.3 


Propionato de sodio o calcio 
| Benzoato sódico 


Ácido sórbico 


Dióxido de sulfuro, sulítos y 


bisulfitos 

Formaldehido (del proceso. 
de ahumado) 

Óxidos de etileno y propileno 


| Nitto sódico 


Pan 

Bebidas carbonatadas, frutas, 
Zumos de frutas, escabechados, 
margarina y conservas. 

Productos ctricos, queso, 


escabechados y ensaladas 
Frutas deshidratadas y vegetales, 
Came y pescado 


Especias, frutas deshidratadas y 
frutos secus 
Jamón ahumado y bacon 


tration (FDA) de Estados Unidos como «generalmente re- 
conocidos como saludables» y tienen amplia aplicación en 
la industria alimentaria (Tabia 29.3). Muchas de estas sus- 
tancias químicas, como el propionato sódico, han sido em- 
pleadas durante muchos años sin evidencia de toxicidad 
para los humanos. Otras como los nitritos (precursor carci 
nógeno), óxidos de etileno o propileno (mutágenos; véase 
Sección 10.4), o antibióticos (desarrollo de patógenos resis- 
tentes a los antibióticos; vénse Sección 20.12), son más con- 
trovertidos debido a evidencias que indican que estos 
aditivos son perjudiciales para la salud humana. 

Debido a lo largo y costoso de los programas para probar 
cualquier nueva sustancia química propuesta como conser- 
vador de alimentos, es bastante improbable que se añadan 
nuevos compuestos a la lista de conservadores d 
que aparece en la Tabla 29.3, en un futuro cer 


Irradiación 

ción de los alimentos empleando radiaciones jo- 
nizantes es actualmente un método estándar para reducir 
la contaminación bacteriana, fúngica e incluso por insectos, 
(véase Sección 20.2). En la Tabla 29.4 se recogen algunos айе 
mentos en los que ha sido aprobado el tratamiento por irra- 
diación. Alimentos como las especias son rutinariamente 
irradiados, En Estados Unidos, los productos a base de car- 
ne fresca como hamburguesas y las aves son actualmente: 
irradiadas para limitar la contaminación con Escherichia 
coli 0157: H7, y otros patógenos entéricos (hamburguesas) 
y Campylobacter jejuni (aves), Para la irradiación de all- 
mentos se emplean rayos gamma generados a partir de 
“Со o Cs. La dosis varía considerablemente dependiene 
do de cada categoría de alimentos y el propósito, Por ejem- 
plo, una dosis de 44 kiloGrays (kGys) se usa para esterilizar 
los productos de la carne empleados por la NASA en los 
vuelos espaciales, siendo casi 10 veces más alto que log 
4,5 kGy usados para controlar los patógenos en las ham- 
burguesas (Tabla 29.4). En los Estados Unidos una etique- 
ta de información al consumidor debe indicar que esas 
alimentos han sido irradiados. 


29.2 Revisión de conceptos 


La microbiología de los alimentos estudia los métodos para li- 
mitar la alteración y el crecimiento de los microorganismos caw- 
santes de enfermedades en los alimentos durante el proceso de 
almacenamiento. Los alimentos varían mucho en cuanto a su 
sensibilidad al crecimiento microbiano, dependiendo de su cor 
tenido de nutrientes, disponibilidad de agua y pH. El creci 
miento de microorganismos en alimentos perecederos puede. 
ser controlado mediante refrigeración, congelación, envasado, 
escabechado, deshidratación, conservación química o irradia- 


+ Describa al menos cuatro métodos para la conservación de 
los alimentos. ¿Cómo limita cada método el crecimiento de 
los microorganismos? 

4 ¿Los microorganismos que causan la alteración de los ali- 
mentos son también patógenos? Dé ejemplos que apoyen 
su respuesta 
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Cerdo fresco. 
Fruta y verduras frescas 

Especias deshidratadas, hierbos y mezclas aromáticas 

Came cruda refrigerada o congelada, incluyendo came picada 


Cames empaquetadas y congeladas usadas por los programas de la NASA 


Preparados enzimáticos secos o deshídratados (por ejemplo: ablandador 
де carne) 


Productos de aves o aves с las 


Control del parásito Trichinella spirals 
Inhibición del crecimiento y la maduración 

Desinfección microbiana 

Control de patógenos, extensión de la viabilidad del producto 
Esterilización 

Desinfección microbiana 


Control de los patógenos 


* Las eyes de etiquetado en los Estados Unidos obligan a indicar los alimentos que han sido isradiadon, «tratado con radiacións o tratado por irradiación» ade 


nds del información requerida por el esto delas normas. 


El fallo en la adecuada descontaminación y conservación de 
los alimentos puede permitir el crecimiento de patógenos, 
resultando en enfermedades con alta morbilidad y mortali- 
dad. Al igual que las enfermedades transmitidas por el agua, 
las enfermedades transmitidas por los alimentos son fuen- 
te de enfermedades; una única fuente de alimentos conta- 
minada puede afectar a un gran número de personas. 


Un resumen de las más importantes enfermedades transmi- 


tidas por los alimentos y los microorganismos que las produ- 
сеп se muestra en la Tabla 295. Estas enfermedades comunes 
Pueden separarse en dos categorias, intra alimentaria e 
Infección alimentaria, Técnicas especiales para la detección de 
microorganismos son necesarias рага los patógenos respon- 
sables de las enfermedades transmitidas por los alimentos. 


Intoxicación alimentaria 
La intoxicación alimentaria es la enfermedad que resulta 
dela ingestión de alimentos que contienen toxinas genera- 
das por microorganismos. Los microorganismos que pro- 
ducen estas toxinas no tienen que crecer en el hospedador 
y normalmente no están vivos en el momento en que los 
alimentos contaminados son consumidos. La enfermedad 
es debida a la ingestión y acción de la toxina activa. Hemos 
comentado previamente algunas de estas toxinas, princi- 
palmente las toxinas de Clostridium botulinum (véase Sec- 
ción 21.10) y las toxinas (superantigenos) de Staphylococcus 
aureus (véase Sección 22.14). 


Infecciones alimentarias 
Las infecciones alimentarias son infecciones activas resul- 
tantes de la ingestión de un alimento contaminado con un pa- 
tógeno. Además de la ingesta pasiva de toxinas, el alimento 
puede tener un número suficiente de microorganismos pató- 
vivos como para causar infección y enfermedad en el 

dor, La infección alimentaria es una forma muy co- 

mûn de enfermedad transmitida por los alimentos (Tabla 29.5) 


la salmonela es un ejemplo. Muchos de estos agentes infec- 
ciosos también determinan enfermedades transmitidas por el 
agua (Capítulo 28), 


Detección de microorganismos 
en los alimentos 
Сото ya se dijo en la Sección 29.1, los microorganismos es- 
tán siempre presentes en los alimentos frescos, Dado que los 
patógenos pueden estar presentes junto con muchos otros 
organismos inocuos, se han desarrollado métodos para de- 
tectar los patógenos más importantes, tales como Escheri- 
chia coll O157:H7, Salmonella, Staphylococcus y Clostridium bo- 
tulinum. Ya discutimos en la Sección 24.13 el uso de sondas 
de ácidos nucleicos para la detección de patógenos especifi- 
сов transmitidos рог los alimentos. Para el estudio del cre- 
cimiento en alimentos no líquidos, se requiere un tratamiento 
Ресора rest los microorganismo que están em» 
o atrapados en el alimento. El método más emple- 
ado es el batido a alta velocidad. Los alimentos deben ser 
examinados tan rápido como el proceso de tratamiento de las 
muestras lo permita, si no puede comenzarse en una hora 
desde el inicio del tratamiento, las muestras deben ser refri- 
geradas Un alimentos congelado debe ser descongelado en 
su recipiente original en un refrigerador y examinado о cul- 
tivado tan pronto como la descongelación llegue a término, 
Las muestras pueden ser inoculadas en medios enriquecidos, 
seguidamente se llevan a medios diferenciales o selectivos 
para su aislamiento e identificación, como ya describimos 
para los patógenos humanos (véase Sección 24.1), o proba- 
dos directamente para la presencia de patógenos usando los 
métodos basados en ácidos nucleicos tales como la reacción 
еп cadena de la polimerasa (PCR) (véase Sección 24.13). 


/_29.3 Revisión de conceptos 

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son las into- 

xicaciones alimentarias debidas a la presencia de toxinas de 

origen microbiano y las infecciones alimentarias debido al cre- 

cimiento e invasión de los microorganismos en el cuerpo, Téc- 

nicas especiales se emplean para detectar los microorganismos 

еп los alimentos. 

4 Distinga entre intoxicación e infección alimentaria 

Z Describa la detección de un microorganismo a partir de un 
alimento sólido como la carne. 


TABLA 29.5 


Bacterias 


Bacillus cereus Fe 2700 Arroz y alimentos con almidón, alimentos con mucho azúcar 
Campylobacter jejuni н 196300 Aves, lacteos 

Clostridium perfringens FP 248000 Carnes precocinadas,recalentadas, productos cámicos 
Escherichia coli 0157:H7 п 63000 Came, especialmente came picada 

Otros enteropatógenos Escherichia coli FI nooo Carme, especialmente carne picada 

Listeria monocytogenes н 25400 Came y lácteos 

Salmonella spp. A 1340 000 Aves, сате, lácteos, huevos. 

Staphylococcus aureus FP 185000 Came, postres 

Streptococcus н 5000 Lácteos. came 

Yersinia enterocolitica п 8700 Came de cerdo, leche 

Resto de bacterias Рун 102000, 

Total bacterias a750 

Parásitos 

Cryptosporidium parvum н 3000 Camecrudaosincocinar 

Cyelospora cayetamensis п 16000 Productos frescos 

Giardia lamblia A 200000 Camecontaminada o infectada 

Toxoplasma gondii A 13000 Came cruda osin cocinar 

Total parásitos 359 боо 

Vins 

Virus de tipo Norwalk п 9200000 Moluscos con concha, y muchos otros alimentos 
Resto de virus п 182000 

Total virus 9282000 

Total de enfermedades transmitidas 13818 s00 


por los alimentos al año 


FE, intonicación alimentaria: FL infección alimentaria. Las estimaciones están basadas en los dato codos pot os Centros para e Control y Prevención de Ente 


тейде, Atlanta, GA, FE UU. 


Е-е 


Una intoxicación alimentaria muy común es la causada por 
Staphylococcus aureus, = 


Biología y epidemiología 
Staphylococcus aureus y otros miembros del género son co- 
сов pequeños Gram positivos (vease Sección 12.19). Como ya 
se explicó en la Sección 269, los estafilococos se encuen- 
tran el la piel y en el tracto respiratorio de prácticamente lo- 
dos los humanos y son a menudo patógenos oportunistas. 
Staphylococcus aureus se asocia frecuentemente con intoxi- 
caciones alimentarias porque, mientras crece, produce dife- 
rentes enterotoxinas proteicas termoestables (Sección 21.11). 
Las enterotoxinas son liberadas en el medio colindante о 
еп los alimentos; si el alimento que contiene la toxina es in- 
gerido, aparecen en un plazo de 1 a 6 horas gastroenteritis 
caracterizadas por náuseas, vómitos y diarrea, 

Cada año se estiman unos 85 000 casos de intoxicaciones 
alimentarias por estafilococos en Estados Unidos (Tabla 29.5). 
Los alimentos más comúnmente involucrados son pasteles 
rellenos de crema o natillas, aves, came y productos cámicos, 
huevos y ensaladas de came, pudings y aliños de ensaladas. 
Si estos alimentos se mantienen refrigerados después de su 
preparación, generalmente se mantienen saludables, ya que el 
crecimiento de aureus a bajas temperaturas se re- 
duce notablemente. Sin embargo, los alimentos del tipo cita- 


do anteriormente, se mantienen en las cocinas a tem, 
ambiente o en meriendas al aire libre. Los alimentos, sí so 


inoculados con в aureus por un manipulador 
fectado, sufren una rápida invasión y producción de la ent 
rotoxina. Incluso si los alimentos que contienen la enterotoxir 


son recalentados de nuevo antes de ser consumidos, la іс 
es relativamente termoestable y se mantiene activa. 


general de inflamación en el intestino que resulta en. 

troenteritis, incluyendo una pérdida masiva de fluidos, 
La toxina A de Staphylococcus aureus es un péptido 

queño de 30 000 de peso molecular codificado por un g 


cromosómico, La clonación y secuenciación de este gen, 
gen ен!А, uno de los distintos genes que codifican er 


xinas en Staphylococcus aureus, mostró que las toxinas 
relacionadas. Aunque el gen entA está en 


genéticamente 
cromosoma de la bacteria, los de tipo B y C pueden 


trarse en plásmidos, transposones o bacteriófagos li 
сов. Ya discutimos la importancia de los accesorios. 

tales como | у bacteriófagos, como vectores 
producción de toxinas en las Secciones 21.10 y 21.22. 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 
Existen diferentes ensayos disponibles para detectar niveles 
peligrosos de S. aureus en los alimentos. Están basados en la 
detección de la enterotoxina (detección mediante ELISA; nár- 
se Sección 24.11) o la exonucleasa de Staphylococcus aureus 
(una enzima que degrada el DNA). Sin embargo estas prue- 
bas rápidas son cualitativas, confirmando sólo la presencia 
о ausencia de 5. aureus entre los límites de detección de la 
prueba. Para obtener datos cuantitativos y determinar la ex- 
tensión de la contaminación bacteriana, se requieren mues- 
treos en placa. Para el muestreo de estafílococos se usa un 
medio con айо contenido en sal (tanto cloruro sódico como 
cloruro de litio а una concentración final del 7,5%), De los 
organismos presentes en los alimentos, los estafilococos son 
los únicos que toleran esta concentración de sal. 

La intoxicación alimentaria por 5. aureus puede ser se- 
vera pero es autolimitada, habitualmente se resuelve en 48 
horas. Los casos severos pueden requerir tratamiento para 
la deshidratación. El tratamiento con antibióticos no es efec- 
tivo ya que la enfermedad es causada por una toxina pre- 
viamente formada y no por una infección activa. 

La intoxicación alimentaria por estafilococos puede ser 
prevenida mediante cuidadosas medidas sanitarias y de hi- 
giene, tanto en la producción y en la preparación como en 
el almacenamiento de los alimentos, que debe ser a bajas 
temperaturas para inhibir el crecimiento bacteriano, Los 
alimentos susceptibles de la colonización рог 5. aureus que 
hayan sido mantenidos varias horas a temperaturas su 
riores a 4°C (temperatura de refrigeración) deben ser 
cartados del consumo. 


/ 29.4 Rovisión de conceptos 


La intoxicación alimentaria por estafilococos resulta de la inges- 

tión de la enterotoxina A, un superantígeno producido por S, au 

reus cuando crece sobre los alimentos. En muchos casos, $. aureus 

по puede cultivarse a partir de los alimentos contaminados. 

4 Explique los síntomas de la intoxicación por estafilococos y 
la acción de la endotoxina A 

4 ¿Pueden los antibióticos actuar sobre la aparición о la in- 
tensidad de la intoxicación estafilocócica? Explique por qué. 


Intoxicación alimentaria 
r clostridios 


Tanto Clostridium perfringens como Clostridium botulinum 
causan serias intoxicaciones alimentarias. Los miembros 
del género Clostridium son bacterias anaeróbicas y esporu- 
ladas. Los procesos de envasado y cocinado eliminan los 
organismos vivos pero no tienen efectos sobre las 

Bajo condiciones anaeróbicas apropiadas, las esporas ger- 
minan y producen la toxina. 


Intoxicación alimentaria por Clostridium 
perfringens 

Clostridium perfringens es una bacteria alargada, anaeróbica, 
Стат positiva, formadora de „ que se encuentra co- 
'múnmente en el suelo (Figura 29.2). También vive en bajo 
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individuales Gram positivos miden 1 ym de diâmetro. 


número en el tracto intestina] de muchos animales y, por 
tanto, se encuentra en las aguas residuales (véase Sección 
1221). С. perfringens es la causa más importante de intoxi- 
cación alimentaria en los Estados Unidos, con un número 
estimado de casos anual de 248 000 (Tabla 29.5). 

La enfermedad se produce como consecuencia de la in- 
gestión de una dosis elevada de С. perfringens (>10 células) 
єп alimentos cocinados o sin cocinar, especialmente carnes, 
aves y pescado. Grandes cantidades de С. perfringens pue- 
Чеп crecer en platos de carne que ha sido cocinada con el 
animal entero (la penetración del calor en estas situaciones 
es a menudo lenta e insuficiente) y después mantenidas а 
20-40°С durante cortos periodos de tiempo, La esporas de 
C perfringens germinan en condiciones anseróbicas, tales 
como de envases cerrados, y crecen rápidamente en la car- 
ne. No obstante la toxina no está aún presente. 

Después del consumo de alimentos contaminados las 
células vivas de С. perfringens esporulan dentro del intesti- 
no, determinando la producción de la enterotoxina (véase 
Tabla 21.4). La enterotoxina altera la permeabilidad del epi- 
telio intestinal produciendo diarrea y calambres intestina- 
les, habitualmente sin fiebre ni vómitos. La aparición de los 
síntomas de intoxicación alimentaria por: 
rece entre 7 y 15 horas después de la ingesta del al 
contaminado y habitualmente se resuelve en 24h; los casos 
fatales son raros. 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 

El diagnóstico de la intoxicación alimentaria por C. perfrin- 
gens se hace por aislamiento del microorganismo a partir 
del intestino o, mejor aún, por ensayos de ELISA para de- 
tectar la toxina en las heces (oéase Sección 24.11). Debido a 
que la intoxicación por С. perfringens es autolimitada, el tra- 
tamiento no es necesario, aunque hay antitoxinas disponi- 
bles (véase Sección 22.11). La prevención de la intoxicación 
alimentaria por С. perfringens requiere medidas para evitar 
la contaminación de alimentos crudos o cocinados, y con- 
trol sobre el cocinado y el envasado para изе una 
apropiada exposición al calor de todos los alimentos. 
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Botulismo 

El botulismo es una intoxicación alimentaria severa; a me- 
nudo es fatal у ocurre por la consumición de alimentos que 
contienen la exotoxina producido por las bacterias anaeró- 
bicas, Gram positivas, de Clostridium botulinum. Esta bac- 
teria normalmente habita en el suelo o en el agua, pero sus 
esporas pueden contaminar alimentos crudos antes de ser 
cortados o matados. Si los alimentos son procesados de ma- 
nera apropiada la esporas de С. botulinum son eliminadas, 
pero si hay esporas viables, éstas pueden iniciar el creci- 
miento y la producción de la toxina. Incluso en bajo núme- 
ro la neurotoxina puede ser muy tóxica. 

Explicamos la naturaleza y la acción de la toxina botuli- 
піса en la Sección 21.10 (Figura 21.19). La toxina botulínica 
es una neurotoxina que causa parálisis flácida, afectando a 
los nervios autónomos que controlan funciones del cuerpo 
como la respiración y el latido del corazón. Se conocen al 
menos siete tipos de toxina botulínica. Las toxinas son des- 
truidas por alta temperatura (80°C durante 10 minutos), у 
por tanto mediante el cocinado de la comida, incluso si esta 
está contaminada con la toxina, puede ser inocua. 

La mayoría de los casos de botulismo resultan de la in- 
gesta de alimentos que no son cocinados después de ser pro- 
cesados (Figura 29.30). Por ejemplo, vegetales envasados 
domésticamente no ácidos (maíz, legumbres) son usados 
frecuentemente sin ser cocinados cuando se usan en ensa- 
ladas frías. Similarmente, pescado fresco y ahumado, em- 
paquetados en plástico al vacio, son ingeridos habitualmente 
sin ser cocinados. Bajo estas condiciones, las esporas de 
С. botulinum pueden germinar y las células resultantes 
ducen la toxina. Si estos alimentos son consumidos, incluso 
ingiriendo una pequeña cantidad, puede derivarse en una 
intoxicación muy peligrosa. 

El botulismo infantil ocurre cuando las esporas de С. bo- 
tulinum son ingeridas, а menudo а partir de miel cruda (Fi- 
gura 29.30), Sila biota normal del niño no se encuentra bien 
desarrollada o si el niño se encuentra bajo terapia con anti- 
bióticos, las esporas pueden germinar y las células de C. 
botulinum pueden crecer y producir la toxina. La mayoría de 
los casos de botulismo infantil ocurren entre la primera se- 
тапа de vida y los dos meses de edad; el botulismo infan- 
til es raro en niños de más de seis meses cuando la biota 
Intestinal se encuentra desarrollada (véase Sección 21.4). 

Todas las formas de botulismo son raras e inusuales; me- 
nos de 150 casos ocurren cada año en los Estados Unidos, 
pero más del 25% son fatales. La muerte ocurre por paráli- 
sis respiratoria y parada cardiaca debido a la acción parali- 
zante de la neurotoxina botulínica (véase Sección 21.10). 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 

El diagnóstico se realiza mediante la identificación de la to- 
xina en el suero del paciente, o la toxina o células de С. botu- 
linum en alimentos sospechosos, Las pruebas de laboratorio 
son complementadas con las clínicas incluyendo los signos 
neurológicos de parálisis localizadas (vista y palabra altera- 
das) que aparecen de 18 a 24 h después de la ingesta de la co- 
mida contaminada. El tratamiento incluye la administración 
Че una antitoxina (véase Sección 22.11) y la ventilación mecá- 
nica. La prevención requiere el mantenimiento de cuidadosos 
controles sobre el envasado, conservación y calentamiento 
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taa Incidencia del botulismo en los Estados Unidos. (a) Во: 
transmitido por los alimentos. Durante años con un айо número ди 
casos, оз brotes que dan cuenta de la mayoria де los casos son indicados: 
(0 Botuismo Infanta. Más de la mitad де los casos de botulismo infarti 


өп los Estados Unidos ocurren en Сайотіа. Los datos son de los Cen- 
зов da Control y Prevención de Enfermedades (CDC), Atlanta, GA, EE.UU. 


de alimentos susceptibles para destruir las esporas, о bien 
hervido durante 20 minutos para destruir las toxinas. 

En el botulismo infantil, С. botulinum y la toxina se en- 
cuentran frecuentemente en la heces. El botulismo infantil 
es normalmente autolimitado y la mayoría de los pacientes 
se recuperan tan sólo con terapia reconstituyente, como es 
la respiración asistida. Muertes ocasionales pueden tener 
lugar como consecuencia del fallo respiratorio. La miel pue- 
Че ser una fuente de С. botulinum, por ello se desaconseja la 
administración de miel a niños de menos de 2 años. 


У__29.5 Revisión de conceptos 
Las intoxicaciones alimentarias рог Clostridium se producen por 


la ingestión de las toxinas producidas por el crecimiento miero- 
biano en los alimentos, о por el crecimiento del microorganismo 


y la producción de la toxina dentro del cuerpo. La intoxicación 
alimentaria por С. perfringens es más común y normalmente es 
una enfermedad gastrointestinal autolimitada. El botulismo es 
más rara pero muy seria enfermedad, con alta mortalidad. 


Y Describa los eventos que determinan la intoxicación ali- 
mentaria por С. perfringens. ¿Cuáles son los síntomas de la 
intoxicación? 

Y Describa los eventos que determinan el botulismo. ¿Cuáles 
son los síntomas de la intoxicación? 


| 29.6 | Salmonelosis 


Aunque а veces se la conoce como intoxicación alimentaria, 
la salmonelosis es una enfermedad gastrointestinal debida 
a una infección de Salmonella transmitida por los alimen- 
tos. Los síntomas aparecen después de la colonización del 
epitelio intestinal por el patógeno. 


y 
Salmonella ssp. son bacterias Gram negativas aeróbicas fa- 
cultativas relacionadas con Escherichia coli, Shigella ssp. y 
otras bacterias entéricas (véase Sección 12.11). Salmonella nor- 
malmente habita en el intestino de los animales y por tan- 
to también en las aguas residuales. Virtualmente, todas las 
Salmonella son patógenas para los humanos: una, S. typhi, 
produce una grave enfermedad conocida como fiebre ti- 
foidea que es, afortunadamente, rara en los Estados Uni- 
dos, con la mayoría de los 500 casos importados de otros 
países. Sin embargo otras especies de Salmonella producen 
gastroenteritis transmitidas por los alimentos. En conjunto, 
más de 1400 serotipos son conocidos y clasificados como 
patógenos dentro de las especies de Salmonella, 5. typhimu- 
rium es la causa más común de salmonelosis en humanos. 
La incidencia de casos registrados de salmonelosís se ha 
mantenido muy estable durante la última década, con al- 
rededor de 45 000 casos doeumentados al año (Figura 29.4). 
Sin embargo, se registran menos del 4% de los casos tota- 
les de salmonelosis, y por tanto las estimaciones se elevan 
hasta 1 300 000 casos de salmonelosis cada año (Tabla 29.5). 
Las últimas fuentes de salmonelas transmitidas por los 
alimentos son el tracto intestinal del hombre y-otros anima- 
les de sangre caliente. El hombre (о animal) puede ingerir ali- 
mentos contaminados (con heces) por parte de los manipu- 
ladores (contaminación cruzada). Animales productores de 
alimento como los pollos y el ganado pueden también ser 
portadores de Salmonella patógenas para humanos, que pue- 
den, pasar a los alimentos frescos tales como huevos, carne 
productos lácteos. Las infecciones de alimentos por 
también aparecen frecuentemente en productos como nati- 
llas pasteles con crema, merengues, y productos que incluyen 
huevo віп cocinar, Otros alimentos comúnmente implicados 
en los brotes de salmonelosis son las carnes y los productos 
cárnicos como pasteles de carne, salchichas curadas pero по 
cocinadas, las aves, la leche y los productos lácteos. 


La salmonelosis más común es la enterocolitis producida 
por Salmonella, La ingestión de alimentos conteniendo 10- 
10* Salmonella viables deriva en la colonización del intesti- 
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Готе гәл | La incidencia de casos registrados де salmonelosis 
en los Unidos. El número total de casos registrados es entre 


40 000 y 45 000 рог año, Estudios epidemiológicos sugieren que sólo 
alrededor del 3% de los casos de salmonelos:s воп propiamente ro- 
gistrados. Los datos son de los Centros de Control y Pravención de: 
Enfermedades, Atlanta, GA, EE UU. 


no delgado y grueso. La aparición de la enfermedad ocurre 
8 a 48 h después de la ingesta. Los síntomas incluyen un 
repentino dolor de cabeza, escalofríos, vómitos y diarrea, se- 
guido de fiebre durante varios días, Esta enfermedad nor- 
malmente desaparece sin intervención en 2 o 3 días. Sin 
embargo, incluso después de la recuperación, los pacien- 
tes tienen Salmonella en las heces durante varias semanas. 
Algunos pacientes se recuperan y se transforman en asín- 
tomáticos, pero portan microorganismos durante meses O 
incluso años, resultando en portadores crónicos (vase el re- 
cuadro, «El caso de María Tifoidea», Capítulo 25), 

La аіъосеіоа tarnbién puede producir septicenia, 
una infección de la sangre, fiebre entérica o fiebre tifoidea, 
una enfermedad caracterizada por la infección sistémica у 
fiebre alta durante varias semanas. La mortalidad se асег- 
са al 15% en casos no tratados de fiebre tifoidea. 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 

El diagnóstico se hace mediante la observación clínica de los 
síntomas, la historia del consumo reciente de alimentos y 
por cultivo del microorganismo a partir de las heces, Varios 
medios selectivos están disponibles (véase Sección 24.2), y 
pruebas para detectar la presencia de Salmonella se realizan 
comúnmente en productos alimenticios de origen animal ta- 
les como carne cruda, aves, huevos y leche en polvo, ya que 
éstas son la fuentes de contaminación por Salmonella. 

El tratamiento para la enterocolitis no es necesario, el 
tratamiento con antibióticos no reduce el curso de la enfer- 
medad о elimina el estado de portador. El tratamiento con 
antibióticos reduce significativamente la gravedad, y la du- 
ración de la septicemia y la fiebre tifoidea. La mortalidad 
debida a la fiebre tifoidea puede ser reducida hasta menos 
del 1% con una terapia antibiótica adecuada, 
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Alimentos cocinados a 70°C durante al menos 10 minutos 
son considerados aptos si son consumidos inmediatamente, 
o si se mantienen a 50°C о almacenados а 10°C o menos. Los 
alimentos cocinados o envasados pueden contaminarse por 
la acción de un manipulador contaminado si son manteni- 
dos por largos periodos de tiempo sin calentamiento o refri- 
geración. Las infecciones рог Salmonella son más frecuentes en 
verano que en invierno, probablemente debido a que el am- 
biente templado es más favorable para el crecimiento de los 
microorganismos sobre los alimentos (Figura 29.4). 

Aunque los esfuerzos y las leyes locales varían, debido 
a la larga duración del estado de lor, los individuos 
infectados son a menudo desplazados de los puestos de 
manipulación de alimentos hasta que sus heces son nega- 
tivas para Salmonella en tres cultivos sucesivos. 


У__29.6 Revisión de conceptos 

La salmonelosis, una infección extremadamente común transmi- 
tida рог los alimentos, resulta de la infección mediante la inges- 
tión de Salmonella ssp. Salmonella puede entrar en los alimentos a 
través de los animales productores o de su manipulación. 


+ Describa los tres tipos de infecciones alimentarias por Sal- 
monella. ¿Cuál es la más común? 

Z ¿Cómo puede contenerse la contaminación de Salmonella en 
los animales productores de alimentos? 


Cepas patógenas 
| 20.7 | Escherichia coll 


Diferentes cepas de Escherichia coli son patógenas poten- 
ciales transmitidas por los alimentos. Todas las cepas pa- 
tógenas actúan primero en el intestino y muchas se 
caracterizan por su capacidad para producir potentes en- 
terotoxinas (véase Sección 2J.11), 


y patogónesis 

Escherichia coli es un habitante comensal en el intestino de 
los animales. Son bacterias pequeñas, alargadas, Gram ne- 
gativas y clasificadas dentro de las bacterias entéricas (оба- 
se Sección 12.11). Existe alrededor де 200 cepas patógenas 
conocidas de E, coli que pueden causar enfermedades dia- 
rreicas y del tracto urinario, que pueden poner en peligro 
la vida del paciente. Las cepas patógenas se dividen en va- 
rias categorías, basándose primero en la toxina que produ- 
сеп y en la enfermedad que causan. 

La cepa enterohemorrágica de E. coli (ЕНЕС) produce ve- 
rotoxina, una enterotoxina similar a la producida por Shige- 
lla dysenteriae, la toxina Shiga (vénse Tabla 21.4), Después de 
la ingestión de comida o agua que contenga una cepa parti- 
cular de ЕНЕС, E. coli 0157:H7, el organismo crece en el in- 
testino delgado produciendo la verotoxina. La verotoxina 
produce diarrea hemorrágica y fallo renal. E. coli O157:H7 
causa al menos 60 000 infecciones y 50 muertes cada año 
сото enfermedad transmitida por los alimentos (Tabla 29.5) 
y es la causa más importante de fallo renal en niños, La cau- 
sa más común de esta infección es la ingestión de carne sin 
cocinar о poco cocinada, particularmente carne picada pro- 


cesada en grandes cantidades. En distintos grandes brotes 
еп que se vio involucrada la cepa 0157.47 de E. coli иес 


otros brotes se vio involucrada carne de ternera procesada, 
curada, pero no cocinada en forma de salchichas listas рага 
consumirse. La mayor fuente de contaminación parece ser 
la ternera, y la cepa de Е. coli se origina de las carcasas de los 
animales sacrificados. Dado que E coli O157:H7 crece en el 
intestino y se encuentra en el material fecal, es también una 
fuente potencial de enfermedad transmitida por el арма. На 
habido varios casos serios de infección por esta cepa en йи 
as de baño públicas infectadas con restos fecales. 

La diarrea a menudo se produce en niños en países en 
desarrollo, También ocurre como «diarrea del viajero», una 
muy común infección entérica que causa diarrea en viajer 
еп países en desarrollo. El principal agente causal es la ct 


que viajaban por México, la proporción de infectados por e 
tas cepas supera el 50%. Los principales vehículos son 
mentos como los vegetales frescos (lechuga en ensalada) y 
agua. La proporción tan alta de infección en viajeros es d 
bido a la contaminación de la distribución pública de ag 
La población local es habitualmente resistente a la i 
indudablemente debido a que han convivido con el 
durante largos periodos de tiempo, Anticuerpos de se 
ción (Sección 22.9) presentes en el intestino pueden prevenir 
eficientemente la colonización del patógeno en los resider 
tes locales, pero el microorganismo puede colonizar el 
testino de personal no inmunizado causando а enfermed 

E. coli enteropatógenas (EPEC) causa diarreas en niño 
y bebes, pero no produce enfermedades invasivas o to 
nas, Cepas de E. coli enteroinvasivas (EIEC) causan 
medades invasivas en el colon, produciendo diarrea 
sangre. El patógeno es capturado por los fagocitos, do 
ны fagolisosomas (Sección 22.2), стек 
en le citoplasma y desde allí se va a otras células, Esta gf 
Ps invasiva causa diarrea y es muy común en la 
países en desarrollo, 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 


necesita del cultivo a partir de heces y de la identificación: 
los antígenos O y H, y de las toxinas, mediante 
(oéanse Secciones 4.9 y 24.7). El tipado de las cepas ta 
se hace usando métodos moleculares tales como polim 
fismo en el tamaño de los fragmentos de restricción (RE 
y electroforesis de campo pulsado (véase el recuadro «Hug: 
Îla dactilar del DNA», Capítulo 31). La infección por E al 
0157:H7 es una enfermedad infecciosa registrada 
mente (véase Tabla 25.3). 

El tratamiento de todas la infecciones por E, coli iı 
ca terapia de soporte y, en casos severos, fármacos ant 
crobíanos para acortar о eliminar la infección. 
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La forma más efectiva de prevenir la infección con la 
сера enteropatógena de E. coli О157:Н7 es estar seguro de 
que la carne está bien cocinada, lo que significa que debe 
aparecer gris o marrón y los jugos deben se claros. Como 
discutimos anteriormente (Sección 29.2), los Estados Uni- 
dos han aprobado la irradiación de la carne picada como 
método aceptable para eliminar o reducir la infección bac- 
teriana de los alimentos, principalmente debido a la im- 
plicación de esta cepa de E, coli en varias epidémias. La 
irradiación penetrante es considerada el único medio efec- 
tivo para asegurarse la descontaminación antes del picado 
de la сате, ya que el proceso de picado puede extender 
los patógenos por toda la carne, no sólo por la superficie. 
En general un manejo apropiado de los alimentos, la pu- 
rificación del agua y los hábitos higiénicos pueden preve- 
nir las infecciones por cepas patógenas de E. сой. La diarrea 
del viajero puede ser prevenida evitándose las fuentes lo- 
cales de agua y los alimentos frescos. 


Y 29.7 Revisión de conceptos 


E, coli enteropatógenas puede producir sería infecciones. Pre- 
cauciones específicas, tales como irradiación de la came de ter- 
nera picada, ayudan en el control de estos patógenos. 


Y Describa la patología de la infección alimentaria por las ce- 
pas enteropatógenas de E. сой. ¿Cuáles son los síntomas? 

4 ¿Cómo se puede prevenir la contaminación de los produc- 
tos animales por E, сой? 


КШ E 


Campylobacter ssp. produce la infección bacteriana trans- 
mitida por los alimentos de mayor incidencia en los Esta- 
dos Unidos, 


Biología y epidemiología 

Las especies de Campylobacter son bacterias Gram negati- 
vas móviles, con forma alargada y curvada, que crecen en 
ambientes con reducida tensión de oxígeno, es decir, son 
microaerófilos (véase Sección 12.14). Se conocen varias es- 
pecies patógenas como Campylobacter jejuni, С. coli y С. 
fetus. C.jejuni y С, coli dan cuenta de casi 2 millones anua- 
les de casos de diarrea (Tabla 29,5). Campylobacter fetus es 
económicamente importante porque es la mayor causa de 
esterilidad y abortos espontáneos en ganado vacuno y 
ovino. 

Campylobacter se transmite a los humanos a través de 
alimentos contaminados, más frecuentemente aves, cerdo, 
almejas crudas, otros bivalvos, o en aguas superficiales no 
sujetas a cloración. C. jejuni es un residente normal del in- 
testino de las aves, y por ello virtualmente todos los pollos 
y pavos lo portan. Por el contrario, la ternera es raramente 
un vehículo transmisor. Las especies de Campylobacter tam- 
bién infectan a animales domésticos como perros, causan- 
do una forma ligera de diarrea que también se observa en 
humanos. Los casos de infección por Campylobacter en niños 
es frecuente que sean transmitidos desde animales domés- 
ticos infectados, especialmente perros. 


Patogénesis 

de la ingestión de comida contaminada con al 
menos 10" células de Campylobacter, el organismo se mul- 
tiplica en el intestino delgado, invade el epitelio y causa 
inflamación que determina la enfermedad. Los síntomas 
de la infección por Campylobacter incluyen fiebre elevada 
(habitualmente más de 40°C), dolor de cabeza, malestar, 
náuseas, calambres intestinales y una profusa diarrea, fre- 
cuentemente con sangre. La enfermedad dura alrededor 
de una semana y la recuperación es completa y espontá- 
nea. 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 

El diagnóstico requiere el aislamiento del organismo a par- 
tir de muestras de heces e identificación mediante pruebas 
de crecimiento o ensayos inmunológicos, Debido a la fre- 
cuencia con que las infecciones por С. jejuni aparecen en ni- 
ños, se ha desarrollado una variedad de medios selectivos 
y métodos inmunológicos muy específicos para la identifi- 
cación positiva de este organismo. El tratamiento de las in- 
fecciones con eritromicina no acorta la diarrea aguda pero 
puede acortar el tiempo que los pacientes tienen a Campy- 
lobacter en sus heces. La eliminación de la infección por 
Campylobacter requiere higiene personal, apropiado lavado 
de aves sin cocinar (y cualquier utensilio que haya estado 
en contacto con estas aves) y a través del cocinado de la 
сате se elimina la posibilidad de infección. 


29.8 Revisión de conceptos 

La infección por Campylobacter es con mucho la infección de 

transmisión por alimentos con mayor incidencia, Aunque a 

Yolimitada, esta enfermedad afecta a casi 2 millones de personas 

al año. 

Describa la patología de la infección de Campylobacter trans- 
mitida por los alimentos, ¿Cuáles son los síntomas? 

4 ¿Cómose puede controlar la infección por Campylobacter de 
los productos de los animales? 


>>> E 


Listeria monocytogenes está emergiendo como un impor- 
tante patógeno transmitido por los alimentos. L. mono- 
cytogenes produce la listeriosis, una infección alimentaria 
gastrointestinal que puede derivar en bacteremia y me- 
ningitis. 


Biología y epidemiologia 

1. monocytogenes es una bacteria ácido-tolerante, tolerante 
a sales, criotolerante y anaeróbica facultativa. Es un bacilo 
Gram positivo, pequeño, alargado y no forma esporas (néa- 
se Sección 12.19) (Figura 295). Se encuentra muy extendida 
en el suelo y en el agua, y prácticamente en todos los ali- 
mentos frescos; entonces los alimentos frescos se pueden 
contaminar en cualquier momento tanto del crecimiento 
como del procesamiento. Métodos eficaces para el control de 
otros microorganismos como la refrigeración, no son efec- 
tivos en este caso dado su carácter criotolerante. Así pues, 
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queños bacilos Gram positivos miden 0,5 рт de diâmetro. 


carne, productos lácteos y productos frescos pueden ser 
contaminados por este patógeno. Brotes de listerioris apa- 
recen a partir de fuentes comunes tales como alimentos 
cesados listos para consumir (productos cárnicos/lácteos 
sin pasteurizar) conservados durante largo tiempo en los 
refrigeradores (4°C). 


Patogénesis 

L, monocytogenes es un patógeno intracelular, entra en el 
cuerpo a través del tracto gastrointestinal con la ingestión 
de alimentos contaminados. El patógeno es fagocitado por 
fagocitos, crece en el interior de éstos, lisa al fagocito, y se 
extiende por las células de los alrededores. La inmunidad 
frente a L. monocytogenes es principalmnete mediada por 
células de tipo THÌ (véase Sección 22.7). Los individuos 
que presentan una inmunidad celular disminuida, inclu- 
yendo ancianos, recién nacidos, pacientes inmunosupri- 
midos con fármacos (esteroides) o aquéllos que tienen 
enfermedades inmunosupresoras como el SIDA tienen una 
incrementada susceptibilidad a la listeriosis (véase Sección 
26.14). 

Aunque la exposición a L. monocytogenes e'indudable- 
mente muy común, la listeriosis aguda es muy rara. La en- 
fermedad aguda se caracteriza por septicemia y meningitis 
y tiene una tasa de mortalidad de alrededor del 20%. Hay 
sólo unos 2500 casos de listeriosis aguda al año, pero unos 
500 muertos. Prácticamente todos requieren hospitaliza- 
ción. 


Diagnóstico, tratamiento y prevención 

El diagnóstico de la listeriosis está acompañado del cul- 
tivo de L. monocytogenes a partir de la sangre o del flui- 
do raquídeo. L. monocytogenes puede ser identificada en 
los alimentos por cultivo directo o por una variedad de 
métodos moleculares como el ribotipado (véase Sección 
11.9) y la reacción en cadena de la рой (PCR) (véa- 
se Sección 10.17, Sección 24.13 y Tabla 24.9). El trata- 
miento antibiótico con trimetoprim-sulfametoxazol es 
efectivo. 


Las medidas de prevención incluyen la limitación de la 
contaminación de los sitios de procesamiento, Dado que 
L. monocytogenes es sensible al calor y a la radiación, los 
alimentos crudos y los utensilios que se emplean deben 
ser apropiadamente descontaminados. Sin embargo, el 
riesgo de contaminación no puede ser eliminado debido 
a la amplia distribución del patógeno. Individuos inmu- 
'nocomprometidos deben evitar productos lácteos no pas- 
teurizados y poner especial atención en las fechas de 
caducidad cuando se ingieren productos procesados listos 
Para su consumo. 


/ 29.9 Revisión de conceptos 


1. monocytogenes es ubicua en el ambiente. En individuos nor- 

males, Listeria no produce infecciones; sin embargo en individuos 

inmunocomprometidos puede producir serias enfermedades е 

incluso la muerte. 

+ Describa la patología de la infección alimentaria por L- mo- 
nocytogenes. ¿Cuáles son los síntomas en individuos nor- 
males? 

+ ¿Por qué los individuos inmunocomprometidos son extre- 
madamente sensibles а las infecciones por Listeria? 


Un buen número de otros microorganismos y agentes in- 
fecciosos determinan las enfermedades transmitidas por 
los alimentos. 


Bacterias 

En la Tabla 29.5 se enumeran otras bacterias que causan en- 
fermedades transmitidas por los alimentos en humanos. 
Yersinia enterocolitica se encuentra comúnmente en los in- 
testinos de los animales domésticos causando infecciones 
debidas а la contaminación de сате y productos lácteos. 
Y enterocolitica causa la fiebre entérica, una severa infección 
que compromete incluso la vida de los pacientes, Bacillus ce- 
reus produce una enterotoxina que genera diarrea y vómi- 
tos. В. cereus crece en alimentos con gran contenido en 
carbohidratos como el arroz. Las esporas de esta bacteria 
Стат positiva germinan y mientras el organismo crece so- 
bre los alimentos mantenido a temperatura ambiente se 
produce la toxina. El recalentamiento puede eliminar a la 
bacteria pero la toxina se mantiene activa, Shigella ssp. 

sa alrededor de 100 000 casos de gastroenteritis invasiva 
aguda cada año. Varios miembros del género Vibrio causan 
intoxicaciones alimentarias después del consumo de bival- 
vos contaminados. 


Virus 

La mayor parte de los casos anuales de infecciones trans- 
mitidas por los alimentos se piensa que son debidas a los 
virus. En general estas infecciones consisten en una gas- 
troenteritis caracterizada por diarrea, a menudo acompa- 
ñada de vómito y náusea. La recuperación es espontánea y 
rápida, habitualmente en las 24 a 28 horas siguientes («gri- 
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ре de las 24 ho). Los virus del tipo Norwalk (véanse Tabla 
25.5 y Sección 28.8) son los responsables de la mayoría de 
las infecciones de este tipo en los Estados Unidos (Tabla 
295), dando cuenta de más de 9 millones de los 13 millones 
de infecciones transmitidas por alimentos que ocurren cada 
año, Rotavirus, astrovirus y el virus de la hepatitis A (vés- 
se Sección 26.11) colectivamente causan 100 000 casos de in- 
fecciones al año. Estos virus habitan en el intestino y son 
frecuentemente transmitidos por la comida o el agua con 
materiales fecales, Como en muchas infecciones transmiti- 
das por alimentos, la apropiada manipulación, la higiene 
de los manipuladores y unas fuentes de agua adecuadas 
para preparar los alimentos frescos son esenciales en la pre- 
vención de la infección. 


Parásitos 
Importantes enfermedades transmitidas por los alimentos 
y determinadas por parásitos son enumeradas en la Tabla 
29.5. Parásitos incluyendo Giardia lamblia, Cryptospordium 
paroum y Cyclospora cayetanensis pueden ser transmitidos а 
través de los alimentos, presumiblemente conteniendo ma- 
teria fecal en aguas no tratadas usadas para lavar o regar 
cultivos. Alimentos frescos tales como frutas están a me- 
nudo implicados como fuente de estos parásitos. Ya discu- 
timos la giardiasis y la criptosporidiasis en el capítulo 
anterior (Sección 28.7). La criptoporiasis es una gastroen- 
teritis aguda que representa una importante enfermedad 
emergente. La mayoría de los casos parecen ser el resulta- 
do del consumo de productos frescos importados. 
Toxoplasma gondii es un parásito transmitido a través de 
las heces de los gatos, que puede también encontrarse en 
carne cruda зїп cocinar. En la mayoría de los individuos, la 
infección causa una ligera y autolímitada gastroenteritis. 
Sin embargo, la infección prenatal puede determinar una 
variedad de complicaciones incluyendo ceguera del recién 
nacido. Individuos inmunocomprometidos también exhi- 
ben signos de toxoplamosig aguda. 


Preguntas de repaso 


Priones 

Los priones son proteínas, presumiblemente del propio hués- 
ped, que adoptan nuevas conformaciones, inhibiendo la 
función de la proteína normal y causando alteraciones en 
el tejido neuronal. La variedad humana de la enfermedad 
transmitida por alimentos y determinada por los priones 
es conocida como «variante de la enfermedad de Creutz- 
feldt-Jacob» (vCJD). vCJD es un lento y degenerativo des- 
orden del sistema nervioso central que ha afectado a varios 
cientos de personas en el Reino Unido y otro países euro- 
peos (Sección 9.13). La enfermedad parece transmitirse por 
la ingestión de productos cárnicos de vacas aquejadas de 
encefalitis espongiforme bovina (BSE), una enfermedad cau- 
sada por priones y comúnmente conocida como enferme- 
dad «де las vacas locas», Aunque el proceso de replicación 
no está totalmente aclarado, los priones BSE consumidos 
Че la carne de animales afectados de alguna manera deter- 
minan cambios estructurales y funcionales en proteínas hu- 
manas relacionadas que adquieren la conformación altera- 
da ocasionando su disfunción y la enfermedad, BSE no ha 
sido detectada en vacas en los Estados Unidos al igual que 
tampoco УС} en humanos. En Europa, todas las vacas que 
tenían o eran sospechosas de padecer BSE han sido des- 
truidas. La prohibición de alimentar las vacas con alimen- 
tos de origen animal parece haber detenido la aparición de 
nuevos casos de BSE en Europa 


/__29.10 Revisión de conceptos 


Más de 200 agentes infecciosos son responsables de las enfer- 
medades transmitidas por los alimentos. Los virus son los res- 
ponsables de la mayoría de los casos. Otras bacterias, parásitos 
y priones también pueden determinarlas 


./ Identifique los virus más sospechosos de estar involucra- 
dos en la enfermedades transmitidas por los alimentos. 


4 ¿Cómo puede evitarse en Estados Unidos la contaminación 
con priones de los animales de producción? 


1. Identifique y defina las tres categorías más importan- 
tes de alimentos con respecto а sus características pe- 
recederas. 

2. Identifique los métodos más importantes usados para. 
conservar los alimentos. Dé un ejemplo de cada caso. 

3. Distinga entre infección e intoxicación debida a ali- 
mentos. 

4, Describa la patogénesis de las intoxicaciones alimen- 
tarias por estafilococos. Sugiera métodos para su pre- 
vención 

5. Identifique los dos tipos principales de intoxicaciones 
alimentarias por clostrídios. ¿Cuál es el más impor- 
tante? ¿Cuál es más peligrosa? 


6. ¿Cuáles son la posibles fuentes de Salmonella ssp. que 
producen infecciones alimentarias? 

7. ¿Qué medidas se han tomado para controlar el creci- 
miento de Escherichia сой О157:Н7 en la carne picada? 

B. Campylobacter causa más infecciones alimentarias que 
cualquier bacteria. Identifique al menos una razón de 
еме fenómeno. 

9. Identifique las fuentes de las infecciones por Listeria 
monocytogenes. Identifique los individuos de mayor 
riesgo. 


10. ¿Por qué los agentes víricos están tan asociados con 
las enfermedades de transmisión por alimentos? 
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Ejercicios prácticos 


1. Identifique las condiciones óptimas de almacena- 


5 


miento para productos alimenticios perecederos, se- 
miperecederos y no perecederos, Considere factores 
económicos tales como el coste del almacenamiento y 
el valor del alimento almacenado. 

Para un alimento de su elección, diseñe un método de 
almacenamiento que no sea la deshidratación ni la con- 
gelación. 


. La intoxicación alimentaria se produce por la inges- 


tión de Clostridium perfringens seguida del crecimien- 
toy la esporulación en el intestino del lor. La 
esporulación determina la producción de la toxina. ¿Es 
esta enfermedad una verdadera intoxicación alimen- 
taria o puede ser clasificada como una infección ali- 
mentaria? Razone la respuesta. 

La mayonesa, el aliño para ensaladas a base de huevo, 
se emplea comúnmente para preparar ensaladas de 
patata. Ensaladas de patata incorrectamente mani 
ladas son a menudo el origen de intoxicaciones ali- 
mentarias por estafilococos o salmonelas. Explique 
varios métodos por los que una ensalada de patata 
puede ser inoculada tanto con Staphylococcus aureus 
сото con Salmonella ssp. 

Clostridium botulinum requiere un ambiente anaeróbi- 
со para producir la toxina botulínica. Identifique los 
métodos de conservación de los alimentos que crean 


un ambiente apropiado para el crecimiento de este 
croorganismo. Inversamente, indique métodos de con- 
servación que creen un ambiente oxigenado e inhiban 
el crecimiento de Clostridium botulinum. 

6. ¿Por qué los antibióticos no son generalmente emple- 
ados en el tratamiento de las salmonelosis? Explique 
su respuesta basándose en el hábitat del organismo y 
la accesibilidad de los antibióticos. También conside- 
re la posible resistencia a los antibióticos. 

7. Indique las precauciones necesarias para prevenir la 
infección con cepas enteropatógenas de Escherichia coli. 
Céntrese en la manipulación, cocinado y consumo de 
los alimentos. 

8. Diseñe un plan para eliminar la contaminación de 
Campylobacter de una bandada de aves. Explique | 
ventajas de un ave sin Campylobacter y los problemas 
que puede generar su proyecto. 

9. La listeriosis normalmente tiene lugar sólo cuando hay 
una disfunción en la inmunidad mediada por células 
del tipo THI. Indique por qué. Diseñe una vacuna para 
la protección frente a esta enfermedad, ¿Puede su vacu- 
па emplearse en la población susceptible a la listriasis? 

10, Indique las razones de la alta incidencia de las enfer- 
medades alimentarias víricas. Diseñe un plan para eli- 
minar los virus del tipo Norwalk de las fuentes de 
alimento. 


en posible si se realiza a gean escala. A fin de hacer un producto econó 

micamente competitivo por fermentación múcroblana, el media de culti- 
vo empleado debe ser barato y los recipientes de cultivo extremadamente grandes. 
Aquí se muestran grandes fermentadores al aire libre рава cultivar Jevadures, 
para la producción de alcohol on Japón. A diferencia de muchos pepducios bio- 
catalítico, coma le» antibióticos. el etanol es un producto quimico que se vende 
en grandes cantidades a un precio relativamente bajo. Pus tanto, el procesa mò- 
crobiano debo per tecnológicamente may refinado y funcionar al mimo readi- 
miento a gran escala si se desea obtener un producto coa la calidad necesaria para 
competir con éxito en el mercado. 


| n microbiología industrial, la producción cun rendimiento económicosólo 
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1 PRINCIPALES PRODUCTOS 
DE LA MICROBIOLOGÍA INDUSTRIAL 
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Aminoglicósidos un grupo de antibióticos 
tales como la estreptomicina, que contie 
nen aminoazicares unidos por enlaces gli- 
sosídicos 

Antibióticos j-lactámicos un grupo de an- 
tibióticos tales como la penicilina, que con- 
tienen el anillo B-lactámico de cuatro áto- 
mos heterociclico 

Bebida destilada una bebida que contiene 
alcohol concentrado por destilación 

Blocatállate la utilización de microorganis- 
mos en una transformación química espe- 
dica 

Bloconversión la utilización de micruorga- 
nismos para realizar una reacción químico 
¿que es más сага о Irrealizable no biológ- 


camente 

Cerveceo (brewing) elaboración de bebidas 
alcohólicas tales como la cerveza a partir de 
la fermentación de cereales malteados 

Enzima inmovilizada ога enzima unida а 
un soporte sólido sobre el que se pasa el 
sustrato y queda convertida en producto 


Escalado o cambio de escala 
de un proceso industrial desde las condi- 
ciones de un pequeño laboratorio a las 
de una fermentación comercial а gran es- 
cala 

Extremoenzima uns enzima capaz de 
funcionar en presencia de una o varias 
condiciones físicas o químicas extremas, 
por ejemplo a altas temperaturas o bajo. 
рн 

Fermentación en un contexto industrial, 
cualquier proceso microbiano a gran esca. 
la tanto si se realiza aeróbica como anae- 
róbicamente. 

Formentador el tanque en el que se realiza 
una fermentación industrial 

Materias primas químicas productos qui: 
micos como el etanol que tienen un bajo. 
valor monetario y se venden principal- 
mente granel 

Metabolîto primario un metabolito que se 
excreta durante la fase logaritmica de ene 
amiemo 


Metabolito secundario un metabolito que 
же excreta al final de la fase logarítmica de 
crecimiento y en la fase estacionaria de cne 
cimiento 

Penicilina blosintética producción de una 
forma particular de penicilina que aporta 
al organismo los precursores específicos de 
la cadena lateral 

РепісШпа semisintética «та penicilina ob 
tenida a partir de compuestos producidos 
por fermentación microbiana y sintenis quí 
mica 

Proteasa una enzima que degrada proteinas 
por hidrólisis 

Tetraciciinas una clase de antibióticos que 
contienen el anillo de naftaceno de cuatro 
tomos 

Tratamiento secundario en c ratamiento 
de aguas residuales, la descomposición 
tanto serúbica como anóxica delas agua 
residuales, después de retirar los objeto! 
то degradables por tratamiento primaria 


1 MICROORGANISMOS 
INDUSTRIALES, PRODUCTOS 


La microbiología industrial es la disciplina que utiliza los 
'microoganismos, cultivados a gran escala, para obtener pro- 
ductos con valor comercial o realizar importantes transfor- 
smaciones químicas. La microbiología industrial se inició con 
Jos procesos de fermentación alcohólica, como los que se 
Meta pra produce cerveza y vino, Posteriormente, se de- 
sarrollaron procesos microbianos para la síntesis de pro- 
ductos farmacéuticos (como los antibióticos), aditivos ali- 
mentarios (como los aminoácidos), enzimas y productos 
químicos como el butanol y el ácido cítrico, Todas estos pro- 
¡cesos microbiológicos industriales se basan en la potencia- 
ción de las reacciones metabólicas que los microorganismos 
уа eran capaces de realizar, con la finalidad —en la mayo- 
ría de los casos— de sobreexpresar el producto que intere- 
se, Pero ahora, además de la microbiología industrial tradi- 
«cional, una nueva era ha comenzado, la de la 
microbiana. En biotecnología, los métodos para la manipu- 
lación génica han dado lugar a nuevos productos microbia- 
nos; los microorganismos no producen la mayoría de ellos 
de forma natural (vénse Capítulo 31). 

El término biocatálisis se ha usado para describir las reac- 


ciones que realizan los. ismos en microbiología in- 
En este capítulo algunas biocatálisis 
industriales, junto con algunos de los problemas que repre- 


han lo! (де los años. Empezaremos revisión 
етан начаў 


Microorganismos industriales 
E y productos industriales 


Los principales microorganismos usados en los procesos 
biocatalíticos son los hongos (levaduras y mohos) y algunos 
procariotas, particularmente miembros del género 5! 
tomyces. En cierto modo, los microorganismos industriales 
son especialistas metabólicos capaces de ser manipulad: 
еп cultivos a gran escala para producir uno о más prod 
tos con un alto rendimiento. A fin de conseguir esta elevar 
da especialización, a menudo las cepas de los ті 
nismos industriales sufren una manipulación genética por 
mutación o por recombinación, siempre con el objetivo de 
incrementar el rendimiento de un producto particular 
una cepa determinada puede producir. 

La principal fuente de todas las cepas de los mi 
nismos utilizados en los procesos biocatalíticos es la natura: 
leza. Sin embargo, las cepas industriales actuales ya no 
vienen de la condición «silvestre» que existia cuando ве Ө, 
la cepa por primera vez, Una vez que se han desarrollado 
microorganismos con valor en la industria, se conservan en 
los laboratorios de microbiología de las industrias y también 
en grandes colecciones nacionales de cultivos tipo, tales 
como la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Ame 
rican Type Culture Colection) en Estados Unidos, o la Colección 
Alemana de Cultivos Tipo, su correspondiente en Alemania. 
(DSMZ, Dewvtsche Sammlung von Mikroorganism ип Zelkultu- 
ren) En las colecciones; loscultivos de оз es- 
tán disponibles para locentes, de investigación e in- 
dustriales, Cuando se patenta un nuevo proceso biocatalítico, 
una cepa que lleva a cabo dicho proceso debe depositarse 
еп una de estas colecciones. No obstante, por diversas razo- 


Figur 


[] Productos de la microbiología industrial o biocatalisis. Los productos pueden зе ias propias сандаа о productos fabricados por las 


Gêlas, En el caso de la bloconversión, las células se utilizan para convert químicamente una forma de una sustancia especifica en otra forma distinta. 


nes, como las patentes y los derechos de propiedad entre 
ellos, las cepas depositadas no son las cepas que realmente 
producen los rendimientos elevados, sino que se trata de la 
ера о cepas que realizan el proceso con bajo rendimiento. 


Propiedades de un microorganismo 

con valor de interés industrial 

Un microorganismo que pueda usarse en la industria debe 
porducir, por supuesto, la sustancia de interés, pero se tra- 
ta de mucho más. El organismo debe ser capaz de crecer y 
sintetizar el producto en cultivo a gran escala. Además, pre- 
feriblemente, el organismo debe producir esporas o alguna 
otra forma de célula reproductiva de modo que pueda se fá- 
cilmente inoculada en grandes fermentadores. 

Otra característica importante de un organismo indus- 
trial es que debe crecer rápidamente y sintetice el produc- 
to deseado, en un periodo relativamente corto de tiempo. El 
microorganismo también debe ser capaz de crecer en un 
medio de cultivo líquido relativamente barato, que se ob- 
tenga en grandes cantidades. Muchos procesos microbio- 
lógicos indutriales utilizan productos de desecho carbona- 
dos provenientes de otras industrias, para los medios de 
cultivo a gran escala. Por ejemplo, el licor de maceración del 
таё (un producto de la industria del molido y maceración 
del maíz mojado humedecido que es rico en nitrógeno y 
factores de crecimiento), suero de la leche (un líquido resi- 
dual de la industria láctea que contiene lactosa y minera- 
les), y otros materiales residuales de la industria con elevado 
contenido en carbono orgánico. Además, un microorganis- 
mo industrial no debe ser patógeno, especialmente para el 
hombre, o para animales o plantas. Debido al enorme ta- 
maño de la población microbiana de un fermentador in- 
dustrial y que es prácticamente imposible evitar la conta- 
minación del ambiente fuera del fermentador, la presencia 
de un patógeno supondría un ploblema desastroso. Por úl- 
timo, un microorganismo debe ser susceptible de ser mani- 
pulado genéticamente, En microbiología indutrial, a me- 
nudo se ha incrementado genéticamente el rendimiento, 
mediante mutación y selección. Por tanto, disponer de un 
microorganismo productor estable y fácilmente manipula- 
ble es una clara ventaja. 


Ejemplos de productos industriales 

Los productos microbianos con interés industrial son de 
varios tipos principales (Figura 30.1). Estos son las célu- 
las propiamente dichas, por ejemplo, levaduras cultivadas 
рага alimentos, panadería o cerveza (véase Figura 30.20), 
y sustancias producidas por las células. Ejemplos de és- 
tas últimas son la glucosa isomerasa, agentes farmacoló- 
gicamente activos como los antibióticos, esteroides y al- 
caloides, particularmente porductos químicos y aditivos 
alimentarios tales como el popular aspartamo, edulco- 
rante de alimentos y bebidas; y productos químicos com- 
nes como el etanol. En la Figura 30.1 se resumen de al- 
gunos de los productos indutriales importantes, muchos 
de los cuales se comentarán con más detalle posterior- 
mente. 


(30.1 Revisión de conceptos 


Un microorganismo industrial debe sintetizar el producto de 
interés con alto rendimiento, crecer rápidamente en medios de 
cultivo baratos disponibles en grandes cantidades, ser suscep- 
tible de manipulación genética y, ві es posible, no ser patógeno, 
Son muchos los productos indutriales, e incluyen tanto células 
como sustancias hechas por las células. 


Y ¿Por qué los microorganismos industriales deben ser gené- 
ticamente manipulables? 


+ Cite tres productos importantes obtenidos por biocatálisis 
química, 


En la Sección 6.1 explicamos el proceso de crecimiento mi- 
crobiano en varias fases: de latencia, exponencial y estacio- 
naria, Aquí describimos el crecimiento microbiano y la for- 
mación del producto en un contexto industrial у nos 
preguntamos: «¿Cuándo se produce el metabolito indus- 
trialmente útil en el ciclo celular?» 


JUSTRIAL Y BIOCATÁLISIS 


Metabolitos primarios y secundarios 

Hay dos tipos básicos de metabolitos microbianos: prima- 
rios y secundarios. Un metabolito primario es el que se forma 
durante la fase exponencial de crecimiento, mientras que 
un metabolito secundario es el que se forma casi al final de la 
fase exponencial de crecimento, con frecuencia muy cerca 
de о ya en la fase estacionaria de crecimento. La diferencia 
entré un metabolito primario y un metabolito secundario se 
ilustra en la Figura 30.2. 

Un típico proceso microbiano en el que el producto se 
forma en la fase primaria de crecimento es la fermentación 
alcohólica (etanol)": el etanol es un producto del metabolis- 
mo anaeróbico de las levaduras y algunas bacterias (vease 
Sección 5.10) y se forma como parte del metabolismo ener- 
ético. Dado que el crecimiento puede ocurrir sólo si se pro- 
duce energía, la formación de etanol tiene lugar paralela- 
mente al crecimiento (Figura 30.24). 


Тїп microbiología dustrial el término отаси se туйт э ацша pro 
microbiano a gran асај, на no ses Eoquicamense uno fermentación De hecho, la 


Tiempo 


Diferencias entro la producción de metaboîitos pri- 
marios y secundarios. (a) Formación de alcohol por parte de la levadura. 
un ejemplo de un metabolito primario. (>) Producción de penicilina por 
el hongo Penicillium chrysogenum, un ejemplo de metabolto secun- 
dario. Observe que la penicilina no se produce hasta que el crecimiento 
ha entrado en la fase media (véase Figura 6.8). 


A diferencia de lo que hemos visto para la producción 
de etanol por levaduras, en algunos procesos biocatalíticos 
el producto deseado no se sintetiza durante la fase activa de 
crecimiento sino durante la fase estacionaria. Los metabolí- 
tos producidos durante la fase estacionaria se denominan 
metabolitos secundarios y son algunos de los metabolitos. 
más comunes e importantes desde el punto de vista indus- 
trial (Figura 30.25). Las características de los metabolitos 


secundarios son las siguientes: 
1. Los metabolitos secundarios no son esenciales para el 
crecimiento y la reproducción. 


2. La formación de metabolitos secundarios depende fun- 
damentalmente de las condiciones de cultivo, 
todo de la composición del medio. 


3. А menudo los metabolitos secundarios se producen 
como un grupo de estructuras muy relacionadas. 
ejemplo, se ha encontrado que una única cepa de una. 
especie de Streptomyces produce alrededor de 30 
bióticos antraciclina diferentes pero relacionados. 


Se puede incrementar enormemente la sobreprodu 
de los metabolitos secundarios, mientras que los. 
bolitos primarios, asociados al metabolismo pri 
habitualmente no pueden sobreproducirse en la 
та medida. 


y secundario 

La mayoría de los metabolitos secundarios son m 
orgánicas complejas que 

acciones enzimáticas. icas para su síntesis. Pa 


eritromicina; ninguna de ellas tiene lugar durante el 
bolismo primario. No obstante, las rutas metabólicas 
estos metabolitos secundarios provienen del meta! 
primario, porque las moléculas precursoras para el 
bolismo secundario se forman en las principales rutas 
sintéticas primarias. Esto se resume en la Figura 30.3, 
muestra la relación entre la principal ruta metabólica 
Беча кең la síntesis de aminoácidos aromáticos con. 
rutas del metabolismo secundario para una serie de 
bióticos. Como puede observarse, muchos metabolitos: 


Los metabolitos primarios y secundarios se producen dı 

el crecimiento activo de las células o cerca de la fase 

ría, respectivamente. Muchos productos de origen mi 

соп valor económico son metabolitos secundarios. 

Z ¿La penicilina es un metabolito primario o secundario? 
qué? 

Z ¿Quétipo de metabolito, primario o secundario, puede: 
breproducirse más fácilmente? ¿Por qué? 
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а 


Eritrosa- 


ШЕГЕ "оосо onire ia via metabólica primana para la sinte- 
ва de aminoácidos aromáticos (véase Sección 5.15) y la formación de 
una variedad de antibióticos de metabolitos secundarios que contienen 
anillos aromáticos. Observe que ésto es un esquema compuesto de os 
procesos que ocurren en diversos microorganismos. Ningún microorga- 
‘nismo produce todos estos metabolitos secundarios y en todos los casos. 
existen muchos pasas individuales іле el aminoácido y el antibiótico. 


Características de las 
fermentaciones a escala 


El contenedor recipiente en el que se realiza el proceso in- 
dustrial se denomina fermentador. Los fermentadores varí- 
ап de tamaño, desde un fermentador pequeño de 5-10 litros 
de capacidad para producción a escala de laboratorio (Fi- 
gura 30.40), hasta de 500 000 litros a escala industrial. Por 
tanto, el tamaño del fermentador utilizado dependerá del 
proceso y de cómo se realice éste. En la Tabla 30.1 se mues- 
tra un resumen de los tamaños de los fermentadores em- 
pleados en algunas fermentaciones microbianas. 

Los fermentadores industriales pueden dividirse en dos 
clases principales, según se trate de procesos anaeróbicos o 
aeróbicos. Los fermentadores anaeróbicos requieren poco 
equipamiento especial, excepto el necesario para eliminar 
el exceso de calor generado durante la fermentación, mien- 
tras que los fermentadores aeróbicos requieren un equipa- 
miento mucho más especial, para garantizar que se consi- 
ga el mezclado y la aireación adecuados. 


Construcción de un fermentador aeróbico 

Los fermentadores a escala industrial casi siempre se fa- 
brican en acero inoxidable. Este tipo de fermentadores con- 
sisten esencialmente en un cilindro largo, cerrado en la par- 
te superior e inferior, dotado de varias válvulas y tuberías 
(Figura 30.4), Debido a que la esterilización del medio de 
cultivo y la eliminación del calor generdo son fundamen- 
tales para que la operación (fermentación) se realice con 
éxito, generalmente el fermentador posee una cubierta re- 
frigerante externa por la que se hace pasar una corriente de 
vapor o de agua. En el caso de los fermentadores para gran- 
des volúmenes, la transferencia de calor a través de la cu- 
bierta refrigerante es insuficiente, por lo que este tipo de 
fermentadores va equipado con una serie de refrigerantes 
internos a través de los cuales pasa vapor о agua. 

Una de las partes críticas de un fermentador es el siste- 
та de aireación. Con equipos a gran escala, la transferencia 
Че oxígeno desde el gas al medio líquido es crucial, porque 
se toman precauciones especiales que aseguren una airea- 
ción correcta. El oxígeno es poco soluble en agua y, en un 
fermentador con una elevada densidad de población mi- 
crobiana, la demanda de oxígeno —por parte del cultivo— 
es tremenda. Con el fin de asegurar la correcta aireación 
del cultivo, se emplean dos tipos de sistemas separados: un 
dispositivo de aireación, llamado difusor, y un dispositivo 
giratorio de agitación, llamado impulsor, (Figura 30.40), El 
difusor es un dispositivo, а menudo una serie de agujeros 
еп un anillo metálico о placa, a través de los cuales se in- 
troduce en el fermentador aire filtrado estéril a alta presión. 
El aire entra en el fermentador en forma de diminutas bur. 
bujas desde las que el oxígeno pasa al medio líquido por 
difusión. 

En los fermentadores pequeños, un difusor sparger sólo 
puede ser suficiente para asegurar la correcta aireación, 
pero en los fermentadores industriales la agitación de la 
mezcla de fermentación con un impulsor es esencial (Pigu- 
ra 30.4). Con la agitación se consiguen dos cosas: la mez- 
cla de las burbujas de gas a través del medio líquido y la 
mezcla del microorganismo en el medio de cultive n- 
tizándose así el acceso uniforme de las células ті апаз. 
a los nutrientes. 

En la Figura 30.5 se muestra un fermentador a gran es- 
cala típico, 


Control y monitorización del proceso 
de fermentación 
Cualquier fermentación microbiana debe monitorizarse para 
garantizar que el proceso transcurra de forma correcta, pero 
es especialmente importante que los fementadores indus- 
tríales se controlen cuidadosamente debido al elevado cos- 
te de la operación. En la mayoría de los casos, no sólo es ne- 
cesario medir el crecimiento del cultivo y la formación del 
producto, sino también controlar el proceso modificando los 
parámetros ambientales a medida que tiene lugar dicho pro- 
сезо. Los factores ambientales que se controlan con mayor 
frecuencia son la temperatura, la concentración de oxígeno, 
el РН, la masa celular y la concentración del producto. 
Durante el crecimiento y el proceso de formación del pro- 
ducto en una fermentación a gran escala es esencial, para 
que la fermentación sea correcta, que durante el proceso se 
obtengan los datos а tiempo real. Por ejemplo, puede ser que 
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Construcción y los dispositivos que se utilizan para la aireación y el proceso de control. (с) Interior de un fermentador industrial, que 


muestra las paletas y los serpentines Internos para calentar y enfriar. En una fermentación industrial típica, los procesos de aireación y enfriamiento. 
зоп los componentes clave para la monitorización y el ajuste en linea. Los niveles de nutrientes y el pH se controlan también de forma estricta 


рага realizarlos ajustes de forma automática siempre que sea necesario. 


TABLA 30.1 

1220000 Enzimas para diagnóstico, sustancias 
para biología molecular. 

40.380.000, Algunas enzimas, antibióticos 

100a 150 000 Penicilina, antibióticos aminoglicósidos, 
proteasas, amilasas, transformación 
de esteroides, aminoácidos, vino, 

200.000 a 500 000 Aminoácidos (ácido glutámico), vino, 


sea necesario cambiar uno de los parámetros ambientales а 
medida que la fermentación progrese, o añadir un nutrien- 
te en la cantidad y la velocidad adecuadas para que el creci- 
miento se equilibre exactamente, Los computadores contro- 
lan y procesan este tipo de datos on-line, y responden a las. 
necesidades añadiendo nutrientes para evitar que esos nu- 
trientes sean utilizados en la síntesis de productos indesea- 
dos, deviándolos de la formación del producto deseado, 
Los computadores también se utilizan en la modelización 
del proceso de fermentación. Los modelos matemáticos veri- 
fican el efecto de diversos parámetros sobre el crecimiento y. 
rendimiento del producto de una forma rápida e interactiva, 
y luego los modifican para ver cómo afectan al proceso. De 
esta manera, muchas variaciones en la fermentación pueden 
estudiarse sin apenas coste alguno en la pantalla del compu- 
tador, en vez de en una planta piloto o en una planta indus- 
trial, lo que sería mucho más caro (véase la siguiente sección), 
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Figu (a) Una gran planta de fermentación. Sólo se ve la 
parta superior de los lermentadores, qua pueden taner ила altura de va- 
ios pisos. (b) Habitación de control por ordenador para una gran plan- 
ta de fermentación. 


/ 30.3 Revisión de conceptos 


Las fermentaciones industriales а gran escala presentan varios pro- 
blemas en cuanto a su ingeniería y diseño. Los procesos seróbicos 
necesitan mecanismos que aseguren la agitación y aireación. Los 
procesos micrubianos tienen que controlarse continuamente para 
garantizar un rendimiento satisfactorio del producto deseado. 


Y ¿Cuáles son los dispositivos que se usan para garantizar la 
correcta aireación en una fermentación a gran escala? 

Y ¿Cuáles son los parámetros que se controlan en una fer 
mentación industrial, y qué rejustes y modificaciones tie- 
nen que hacerse mediante un control computerizado? 


ЕШ єзса!аао de la fermentación 


Uno de los aspectos más importantes de la microbiolgía in- 
dustrial es la transferencia de un proceso desde la pequeña es- 
cala de un equipo de laboratorio hasta un equipo comercial 
a gran escala, proceso llamado escalado. El conocimiento de 
los problemas que supone el escalado es de capital impor- 
tancia porque raramente un proceso biocatalítico se comporta 


de la misma manera еп los fermentadores a gran escala que 
еп un equipo de laboratorio de pequeña escala (Figura 30.6). 
¿Por qué es diferente un proceso microbiano que se reali- 
za en un equipo a gran escala de uno a pequeña escala? Por 
una razón, el mezclado y la aireación son mucho más fáciles 
de lograr en un matraz о en un fermentador pequeño de la- 
boratorio, que en un gran fermentador industrial. Especial- 
mente, la transferencia de oxígeno se consigue mucho más di- 
fícilmente en un fermentador grande y, dado que la mayoría 
de las fermentaciones industriales son procesos aeróbicos, la 
transferencia de oxígeno es fundamental. Con el medio de 
cultivo rico que se emplea en los procesos industriales, se ob- 
tiene una gran cantidad de biomasa, lo que conlleva una gran 
demanda de oxigeno. Si se reduce la aireación, incluso por un 
corto periodo de tiempo, temporalmente el cultivo estará en 
com 
Че rendimiento de producción, El escalado de un proceso in 
dustrial es tarea del ingeniero bioquímico, quien está familiari- 
zado con aspectos como la transferencia de gases, dinámica de 
fluidos, mezclado y termodinámica del proceso, 


¡ones anóxicas, con serias consecuencias en términos 


El proceso de escalado 
Para transferir un proceso industrial desde el laboratorio al 
fermentador comercial, es necesario realizar varias fases: (1) 
Experimentos en matraz de laboratorio que, generalmente, 
constituye la primera indicación de que un proceso con inte- 
rés industrial es factible. (2) El fermentador de laboratorio, un 
fermentador a pequeña escala, generalmente de vidrio de 1 
а 10 litros de capacidad, en el que se hacen los primeros e 
sayos de escalado (Figuras 30.4 y 30.64). E 
de laboratorio es posible ensayar variaciones en el medio, 
temperatura, pH, etc, sin grandes gastos, dado el relativ 
mente bajo costo tanto del equipo como del medio de culti 
vo. (3) Cuando los ensayos en el fermentador del laboratorio 
tienen éxito, el proceso pasa a шпа planta piloto, en equipos 
de 300 a 3000 litros de capacidad. Aquí las condiciones se 
aproximan más a las de una escala comercial; no obstante, el 
» es el principal factor limitante, (4) Por último, el 
proceso pasa al fermentador comercial, de 10 000 а 500 000 litros 
de capacidad (Figuras 30.54 y 30.65). En todas las fases del 
escalado la aireación está muy controlada. A medida que se 
avanza en el escalado desde el matraz al fermentador de pro- 
ducción, la dinámica de la cantidad de О, se mide cuidado- 
samente en cada etapa para determinar cómo el incremento 
del volumen afecta a la demanda de O; en la fermentación. 
En resumen, el escalado de un proceso biocatalítico puede 
ser enormemente complejo y precisa del conocimiento, no sólo 
de la biología del microorganismo productor, sino también de 
la geometría del diseño del fermentador y de su manejo. 


/ 30.4 Revisión de conceptos 


El escalado es el proceso de conversión gradual de ш 
mentación con interés industrial desde la escala de laboratorio 
hasta la escala de producción industrial. La aireación es uno de 
los aspectos especialmente críticos que es necesario controlar 
en los estudios de escalado. 


Y ¿Cuáles son las diferencias de tamaño entre un fermenta- 
dor de laboratorio típico, un fermentador de una planta pi- 
loto y un fermentador comercial? 
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PRINCIPALES ODUCTOS DE 


MICROBIOLOGÍA INDUSTRIAL 


Consideramos ahora la producción industrial de produc 
tos microbianos, comenzando con los antibióticos. La pro- 
ducción de antibióticos es una de las más potentes indus- 
trias a nivel mundial y donde de desarrollaron inicialmente 
muchos principios importantes de los cultivos microbianos 
a gran escala. 


0 Antibióticos: aislamiento 
y caracterización 


De los productos de origen microbiano que se fabrican co- 
mercialmente, probablemente los antibióticos son los más 
importantes. Como se expuso en el Capítulo 20, los anti- 
bióticos son sustancias químicas producidas por microor- 
ganismos que matan o inhiben el crecimiento de otros mi- 
croorganismos. El desarrollo de los antibióticos como 
agentes para el tratamiento de las enfermedades infeccio- 
sas ha sido el que, sin ningún género de duda, ha tenido el 
mayor impacto en la práctica de la medicina, mucho más 
que cualquier otro descubrimiento. Los antibióticos son los 
metabolitos secundarios típicos (обаве Sección 30.2). Aqué- 
llos que se usan comercialmente son producidos inicial- 
mente por hongos filamentosos y por Bacteria del de 
los actinomicetos (véase Sección 12.24). En la Tabla 30.2 se re 
coge una lista de los antibióticos más importantes produ- 
cidos por fermentación a gran escala, 


Búsqueda de nuevos antibióticos 
Aunque las compañías farmacéuticas actualemente reali 
zan gran parte de la búsqueda y descubrimiento de nue- 
vos medicamentos por modelización computerizada (ойле 
Seccción 20.13), la forma tradicional por la que se desc 
bren nuevos antibióticos consiste en el rastreo (screening). 
Con este tipo de aproximación se aísla de la naturaleza, en 
cultivo axénico (puro), un gran número de posibles micro 
organismos productores de antibióticos (Figura 3070), y en 


Bacitracina 


Bacillus licheniformis (EFB) 

Crphalosporium sp. (F) 

Sintesis quimica (antiguamente 
producida mucroblológicamente 
Por Streptomyces venezuelar) (A) 


Celalosporina 
Cloranfenicol 


Cicloheximida Streptomyces griseus (A) 
Cicloserna Streptomyces orchidoccus (A) 
Entromicina Streptomyces ervthreus (A) 
Griseofulvina Ретсїйшт griseofulvin (E) 
Kanamicina Streptomyces hanamyerticus (A) 
Lincomicina Streptomyceslincolnensis (А) 
Neomicina Streptomyces fradiae (A) 
Nistatina Streptomyces noursei (A) 
Penicilina Penicillium chrysogenum (F) 
Polimaxina B Bacillus ройутула (EFB) 
Estreptomicina Streptomyces griseus (A) 
Tetraciclina Streptomyces rimosus (A) 


* EFB bactena formadora de endomporas: F hongo: A: actmomiceto. 
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по productores. 


Zonas de 
inhibición del —= 
crecimuento 


Microorganismos —A 
productores 


а) 


Aislamiento y examen de productores de antibióticos. (a) Aisiarrsar- 
to utlizando medios selectivos para Streptomyces e identificación de los productores. 
Фе antibióticos usando un microorganismo indicador En la fotografia, la mayoría de las 
colonias son de especies Streptomyces y algunas de elas están produciendo antibió- 
ticos, como indican los índices de inhibición del crecimiento del microorganismo indt- 
сабо (Staphylococcus aureus) en torno a algunas colonias. (b) Método para probar el 
espectro de actividad antibiótico de un microorganismo. El productor (una especie de 
Streptomyces) se sembró por estria a través de un tercio de la placa y la placa se in- 
ой а continuación. Tras obtener un buen crecimiento las bacterias de prueba se sem- 
braron por estria perpendicularmente al Streptomyces y la placa se incubó nuevamente. 
La incapacidad de algunos organismos para crecer cerca de la masa de crecimiento de 
Streptomyces indica que Streptomyces ha producido un antibiótico activo contra esas 
bacterias. Los organismos de prueba fzquierda a derecha) son: Eschericia сой, Bacillus 
subis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonias y Mycobacterium smegmatis. 
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estos aislamientos se ensaya la producción de antibióticos 
viendo si producen cualquier sustancia difusible que inhi- 
ba el crecimiento de ciertas bacterias usadas como control 
еп el test. Dichas bacterias se seleccionan entre varios tipos 
bacterianos de modo que representen a, o estén relaciona- 
das con, patógenos bacterianos. El procedimento clásico 
para ensayar la producción de antibióticos en los aísla- 
mientos microbianos nuevos es el método de siembra en 
estría en superficie (en placa), utilizado por primera vez 
por Fleming en sus estudios pioneros sobre la penicilina 
(véase el recuadro «La microbiología y las “balas mágicas” », 
еп el Capítulo 20 y la Figura 3076). Aquellos aislamientos 
que sean candidatos en la producción de antibióticos se es- 
tudian posteriormente, a fin de saber si los antibióticos que 
producen son nuevos о no, La mayoría de los aislamientos 
quese obtienen producen antibióticos conocidos, por lo que 
el micorbiólogo industrial ha de identificar rápidamen 

dichos microorganismos para no perder tiempo пі medios 
estudiándolos. Cuando de descubre un microorganismo 
que produce un nuevo antibiótico, éste se produce en can- 
tidades suficientes para proceder al análisis de su estruc- 


Formentador Sólidos 


Extracto 


Residuos 
sólidos 


а 


tura, y después determinar su toxicidad y actividad ter 
péutica en animales infectados, Por desgracia, la mayoría d€ 
los nuevos antibióticos fallan el test en animales de experi 
mentación, y sólo unos pocos tienen eficacia terapéutica еп 
medicina y se producen comercialmente, No obstante, уа 
que el número de tipos de antibióticos diferentes produc 
dos por especies del género Streptomyces se estima en unos 
100 000, la investigación orientada al descubrimiento de 
nuevos antibióticos ocurre continuamente, 


Purificación e incremento del rendimiento 

Un antibiótico que vaya a producirse comercialmente, pri 
mero debe obtenerse con éxito en fermentadores indus 
triales a gran escala. Ya comentamos el problema del esca 
lado en la Sección 30.4. La siguiente dificultad consiste en 
desarrollar métodos eficientes de purificación. Dadas las 
cantidades bajas de antibiótico que están presentes en él 
medio líquido de fermentación, es necesario disponer dé 
métodos para la extracción y purificación del antibiótico 
(Figura 308). Si el antibiótico es soluble en disolventes 0f 
gánicos, puede ser relativamente fácil purificarlo por exe 


tores microbiológicos en la producción satisfactoria de un antibiótico. 


¡caldo de fermentación mediante la utiización de un discivente. La realización де una ingeniería eficaz es tan importante como los 


30.6 a PRODUCCIÓN 


tracción en un volumen pequeño del solvente. Pero sî no 
lo es, entonces habrá de removerse del medio líquido del 
fermentador por adsorción, intercambio iónico o precipita- 
ción química (Figura 30.8). En cualquier caso, la finalidad 
es conseguir un producto cristalino de elevada pureza. 

En muy raras ocasiones las cepas productoras de anti- 
bióticos que se aíslan directamente de la naturaleza produ- 
cen el antibiótico deseado a una concentración suficiente- 
mente alta como para que su producción comercial empiece 
inmediatamente. Por eso, uno de los principales objetivos 
de un microbiólogo industrial es aislar cepas de alto rendi- 
miento. La selección de las cepas implica la mutagénesis del 
cultivo inicial, siembra en placa de los mutantes y análisis 
delos mutantes en función de la producción de antibióticos. 
No obstante, la ingeniería genética ha mejorado enorme- 
mente este proceso. Por ejemplo, la técnica de la amplifica- 
ción génica permite la inserción de copias adicionales de ge- 
тезеп una célula mediante un vector de clonación, como un 
plásmido (véase Capítulo 31). Modificando los procesos de 
regulación también puede incrementarse el rendimiento en 
la producción. Sin embargo, una de las dificultades en la 
utilización de los procesos de ingeniería genética para au- 
mentar el rendimiento del antibiótico es que las rutas bio- 
sintéticas para la biosíntesis de la mayoría de los antibióti- 
сов implican gran número de etapas con muchos genes y, en 
muchos casos, no está claro qué genes deberían alterarse о 
expresarse en mayor número de copías para incrementar 
el rendimiento, Por tanto, es fundamental que la etapa li- 
mitante en una ruta bioquímica determinada se identifique 
previamente mediante investigación básica. 

El rendimiento final es un aspecto clave en casi todos los 
compuestos farmacéuticos, Aun después de que la produc- 
ción comercial de un antibiótico o de cualquier otro pro- 
ducto haya comenzado, se sigue investigando en la bús- 
queda, identificación o mejora de cepas con alto rendimiento 
de producción, o en la modificación del proceso a fin de in- 
crementar el rendimiento del mismo. Aunque la producción 
Че medicamentos se realice a Баја escala, si se compara con 
la de productos químicos comunes que se consumen a gra- 
nel o productos para la agricultura, existen buenas razones 
de tipo económico para alcanzar los rendimientos más altos 
posibles en el menor tiempo. 


Fermer 
de la репі 


/_30.5 Revisión de conceptos 


La producción indutrial de antibióticos comienza con la bús- 
queda y selección (rastreo) de microorganismos productores de 
antibióticos. Una vez que se han identificado los nuevos pro- 
ductores, se procede a la purificación y el análisis químico del 
agente antimicrobiano. Siel nuevo antibiótico es biológicamen- 
te activo in vico, el microbiólogo industrial puede modificar ge- 
néticamente la cepa productora para aumentar el rendimiento, 
hasta niveles aceptables para su comercialización. 


Z ¿Cuál esel hábitat natural de la mayoria de los microorga 
nimos productores de antibióticos? 


Y ¿Qué significa el término rastreo (screening) en el contexto 
de la búsqueda de nuevos antibióticos? 


Una vez que el antibiótico se ha caracterizado estructural- 
mente, se ha probado su eficacia terapéutica y bajo grado de 
toxicidad ensayándolo en animales de experimentación y, 
por último, ha pasado las diferentes fases de los ensayos 
clínicos (triales) (esta secuencia de ensayos puede durar va- 
rios años según los protocolos actuales), está listo para pro- 
ducirse comercialmente y venderse. Para antibióticos сото 
1а penicilina y la tetraciclina, hace años que superaron es- 
tos obstáculos; en la actualidad se fabrican, literalmente, 
toneladas de estos antibióticos para uso en medicna y ve- 
terinaria. Aquí nos centraremos en la producción industrial 
Че estos dos antibióticos, como ejemplo de la producción de 
antibióticos en general. 


Сото se vio en la Sección 20.8, las penicilinas son una cla- 
se de antibióticos que se caracterizan por tener un anillo 
Plactámico y son producidos por varios hongos (eucario- 
tas) de los géneros Penicillium y Aspergillis, y por algunos 
procariotas (Figura 30.9). Entre las penicilinas con utilidad 
еп clínica se conocen varias formas, y estos derivados pue- 
den proceder de las reacciones biocatalítica de síntesis y 


IE Proovocón ingusiral дереп 
nas. El anilo de P-lactamo se muestra өп color 
marrón oscuro, La fermentación normal conduce 
ata producción de регісйпав naturales. Si durante 
la fermentación se añaden precursores especifi- 
ооз, se forman algunas peniciinas biosintéticas. 
Las penicilnas semisintéticas se producen afa- 
diendo por métodos químicos una cadena lateral 
езресйса al ¡núcleo del ácido 6-aminopeniclánico 
al grupo “Fr, que se muestra en color morado. 
Las peniciinas semisintéticas son las que tienen la 
mayor utilidad clinica, puesto que por lo general 
¡son activas frente a las bacterias Gram negativas 
y pueden administrarse por vía oral. 


i 
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posterior modificación por el químico orgánico, para pro- 
ducir la penicilina con propiedades clínicas específicas. 

La estructura básica de todas las penicilinas es el ácido 
6-aminopenicilánico (6-APA), que consiste en un anillo tiazo- 
lidínico condensado con un anillo f+actámico (Figura 30.9). 
El6-APA lleva una cadena variable en la posición 6. Si la sín- 
tesis de la penicilina se realiza sin la adición de precursores 
de la cadena lateral, se producen las penicilinas naturales 
(Figura 30.9). La fermentación también puede ser más espe- 
cífica, suplementando el medio de cultivo con los precursores 
de la cadena lateral, de modo que sólo se produzca la penici- 
lina deseada. Los productos que se forman en estas condi- 
ciones se denominan penicilinas biosintéticas (Figura 30.9). 
Sin embargo, con el бл de producir las penicilinas más úti- 
les, aquellas con actividad frente a bacterias Gram negati- 
vas, suele utilizarse una fermentación combinada con un 
procedimiento químico, lo cual conduce a la producción de 
penicilinas semisintéticas. En este caso, una penicilina na- 
tural producida microbiológicamente es escindida, química 
о enzimáticamente para dar 6-APA, y posteriormente mo- 
dificada químicamente por adición de una cadena lateral 
(Figura 30:9). La penicilinas semisintéticas tienen muchas 
ventajas desde el punto de vista clínico, en terminos de su 
espectro de acción y del hecho de que muchas de ellas, por 
ejemplo, la ampicilina, pueden administrarse por via oral y, 
por tanto, no requieren una inyección. Por estas razones, las 
penicilinas semisintéticas representan las mayoría de las pe- 
nicilinas comercializadas en la actualidad. 


Métodos de producción de antibióticos 
p-lactámicos 
La penicilina G se produce en fermentadores de 40 000 a 
200 000 litros de capacidad. La producción de penicilina es un 
proceso aeróbico, por lo que se necesita una aireación muy 
eficiente. La penicilina es un metabolito secundario. Duran- 
te la fase de crecimiento, se produce muy poca penicilina, 
pero una vez que la fuente de carbonio se ha consumido casi 
completamente, empieza la fase de producción de penicili- 
та (Figura 30.10), Alimentando el fermentador con diversos 
componentes del medio de cultivo, la fase de producción de 
penicilina se puede alargar durante varios días (Figura 30.10). 
Uno de los principales ingredientes en la mayoría de los 
medios de producción de penicilina es el licor de macera- 
ción del maíz. Esta sustancia costituye la fuente de nitró- 
geno y contiene otros factores de crecimiento. General- 
mente, la fuente de carbono es la lactosa (Figura 30.10). La 
penicilina se excreta al medio, y una vez que las células se 
han separado del medio por filtración, se baja el pH del me- 
dio y se extrae el antibiótico con un disolvente orgánico, 
Después de concentrarse en el solvente, el antibiótico se 
vuelve a extraer en un medio acuoso a pH alcalino, poste- 
riormente se concentra y se cristaliza. Rápidamente puede 
obtenerse penicilina altamente purificada con este método. 


Otros antibióticos f-lactámicos 

Se conocen diversos antibióticos [+lactámicos. Las cefalospo- 
rinas son antibióticos f-lactámicos que contienen dihidrotia- 
гіпа en lugar del anillo tiazolidina (vémse Sección 20.8 y Figu- 
ra 20.12). Las cefalosporinas fueron descubiertas inicialmente 
como productos del hongo Cephalosporium acremonium, pero 
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parte del carbono у de nitrógeno se ha agotado, Reponer nutrientes 
que se mantenga айа la producción de penicilina. 


otros hongos y algunos procariotas también producen 
bióticos con este tipo de anillo, Además se producen: 
cefalosporinas semisintéticas. Las cefalosporinas tienen g 
valor en clinica, no sólo por su baja toxicidad sino tamb 
por su amplio espectro de acción (véase Sección 20.8), y son ЙЕ 
les frente a muchas bacterias patógenas. 


La biosíntesis de una tetraciclina requiere un gran hilt 
de reacciones enzimáticas. En el caso de la clort 
(Figura 30.11), pueden estar implicados hasta 72 producto 
la mayoría de los cuales sólo se conocen d 
forma general. Los estudios realizados sobre la genética de 
Streptomyces aureofaciens, la bacteria productora de la dl 
tetraciclina, han mostrado que ¡están implicados más de 300) 
genes! Con tan elevado número de genes, la regulación: 
la biosíntesis de este antibiótico es muy compleja, No o 
tante, se conoce una serie de señales reguladoras y progra 


mas de producción que funcionan bien. Por ejemplo, se sab 
que la glucosa y el fosfato reprimen la síntesis de la clor 
traciclina. La ¡por fosfato es especialmente signifi 


санха, у por ello el medio de cultivo usado en la produe 
ción comercial contiene una baja concentración de fo 
En la Figura 30,11 se muestra un esquema de produce) 


na, el licor de maceración del maíz se emplea en la prodi 
ción a gran escala de la clortetraciclina, pero la fuente d 


Medio de crecimiento 
2% extracto de сате: 
0,05% азратафпа; 

1% 

0,5% K2HPO4; 1,3% agar 


2% їсог de maceración 
del тай; 3% sacarosa: 
0,5% Сасоз 


Lo mismo que para el 
cultivo en agitación 


1% sacarosa; 1% licor 
де maceración del таш: 
02% NH MP0 

0,1% CaCO, 

0,025% MgSO, Н.О; 
0,005% 215067 HO; 
0,00033% CuSO4+S Н,0; 
0.00033% MnCl- Н;0 
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ШШЕ saver de la producción de ciorotetracicina con 


Streptomyces aureofaciens. La estructura de la clorotetracicina se 
muestra abajo ala derecha. Temperatura de crecimiento: 28°С en todo 
el proceso. 


он о 


carbono, en este caso, ев la вабагова (no la lactosa). Se evita 
la glucosa porque causa una represión por catabolito en la 
producción de antibiótico (vénse Sección 87). 


У __30.6 Rovisión de conceptos = 

Los principales antibióticos con importancia en clínica son los 

antibióticos f+lactámicos penicilinas y cefalosporinas, y las tetra- 

«iclinas, Todos ellos son metabolitos secundarios y se producen 

industrialmente con buenos rendimientos, a pesar de que la bio- 

química de su biosíntesis y su genética se conocen parcialmente. 

Y ¿Cuál es la estructura común de la penicilina y la cefalos- 
Porina? 

4 En términos de producción de penicilina, ¿qué significa el 
término semisintético? ¿Y biosintético? 


| 30.7 | Vitaminas y aminoácidos 


La vitaminas y los aminoácidos son factores de crecimiento 
que frecuentemente se usan con fines ose aña- 
den a los alimentos. Varias vitaminas importantes y aminoáci- 
dos se producen comercialmente por procesos biocatalíticos. 


La vitaminas se usan como suplementos para la alimenta- 
ción humana y en piensos animales, y la producción de vi- 
taminas sigue en importancia a la de los antibióticos sólo en 
términos de ventas totales de productos farmacéuticos, La 
mayoria de las vitaminas se obtienen comercialmente por 
síntesis química. Sin embargo, algunas son demasiado com- 
plicadas para sintetizarlas a bajo costo, pero pueden obte- 
nerse por biocatálisis, La vitamina By y la riboflavina son 
las más importantes dentro de este tipo de vitaminas, 

La vitamina By, (Figura 30.12a) se sintetiza en la natu- 
raleza casi exclusivamente por los micoorganismos. Como 
coenzima, la vitamina В, desempeña una función impor- 
tante en la bioquímica de los animales, participando en va- 


se 
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ШШЕН Vias producidas por microorganismos a esca- 
la industrial. (a) Vitamina B,z. Se muestra la estructura de la cobalami- 
па; obsérvese el átomo central de cobalto. La forma coenzima de la 
vitamina B, contiene un grupo desoxiadenosilo unido al Co por enci- 
та del plano del anillo. (b) Riboflavina (vitamina В.) (убапве Sección 
5:11 y Figura 515), 
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rios reagrupamientos intramoleculares en los que un átomo 
de hidrógeno en un carbono y un sustituyente en el carbo- 
по adyacente se intercambian. En el hombre, una deficien- 
cia importante de vitamina By, produce la llamada anemia 
perniciosa, que se caracteriza por la baja producción де 
trocitos (glóbulos rojos) y alteraciones en el sistema ne 
vioso. Los requerimientos de vitamina В, por los animales 
se satisfacen con la dieta o por absorción de la vitamina 
producida en el intestino de los animales por los microor- 
ganismos intestinales. Las plantas ni producen ni utilizan 
la vitamina Bı. 

Para la producción industrial de la vitamina В, seusan 
las cepas microbianas que se han seleccionado 
mente por su alto rendimiento en la producción de esa vi- 
lamina. Especies bacterianas del género Propionibacterium 
y Pseudomonas son las principales productoras comerciales. 
El cobalto es un importante componente de la estructura 
de la vitamina B12 (Figura 30.124), y el rendimiento en la 
producción de la vitamina se incrementa mucho mediante 
la adición de cobalto al medio de cultivo. 

La riboflavina (Figura 30.125) es el compuesto paren- 
tal de las flavinas, FAD у FMN, coenzimas que tienen im- 
portantes funciones en las enzimas implicadas en las reac- 
¿iones de oxidación-reducción en casi todos los organismos 
(véase Sección 5.11). La riboblavina es sintetizada por mu- 
chos microoganismos, como bacterias, levaduras y hongos. 
El hongo Ashbya gossypii produce, de forma natural, enor- 
mes cantidades de esta vitamina (hasta 76/1) y por ello se 
usa рага la mayoría de los procesos de producción micro- 
biana. A pesar de este rendimiento excelente, hay una gran 
competencia económica entre este proceso microbiológico 
y la síntesis estrictamente química. 


Aminoácidos 
Los aminoácidos tienen muchos usos en la industria ali- 
mentaria, como aditivos alimentarios, como aditivos en la 
alimentación, en medicina, y como precursores en la in- 


i-glutamato (glutamato 

'monosódico, MSG) 
1-aspartato y alanina 
Glicina 


cisteína 
LAriptófano + L-histiddina 
Aspartamo (fabricado а partir dela 
Esfenilalanina + Lzácido aspártico) 
кшз 7000 


m-metionina тою 


Datos tomados de Glazer, A. N, y Mido, Н, 1995. 
* a estructura de estos aminoácidos se muestra en la Figura 312 


dustria química (Tabla 303). El aminoácido comercial más 
importante es el ácido glutámico, que se utiliza para au- 
mentar el sabor [glutamato monosódico (MSG)]. Otros dos 
aminoácidos importantes son el ácido aspártico y la fenî 
lalanina, que son los ingredientes del edulcorante artificial 
aspartamo, un importante ingrediente en las bebidas bajas 
en calorías y otros productos sin azúcar. La lisina, un ami- 
noácido esencial para el hombre y algunos animales de 
granja, se produce comercialmente a partir de la bacteria 
Brevibacterium flavum, para utilizarse como aditivo alimen- 
tario; aquí nos centraremos en este último. 

Dado que los microorganismos utilizan los aminoácidos 
сото unidades fundamentales para sintetizar proteínas, su 
síntesis sigue una regulación celular estricta (véase Capítu- 
lo В). Sin embargo, para producir industrialmente un ami- 
noácido, es necesario evitar estos mecanismos reguladores. 
а fin de obtener una cepa que sobreexprese dicho атіпой- 
cido y sea capaz de producirlo de forma económica. La 
ducción de lisina por Brevibacterium luvin se controla bio 
químicamente a nivel de la enzima aspartoquinasa, en la 
que el exceso de lisina retroinhîbe la actividad de esta enzi- 


tilcisteína (AEC), que se une al sitio alostérico de la 
tokinasa е inhibe la actividad de la enzima (Figura 30.1 
Los mutantes resistentes a la АЕС, que se obtienen (4 
mente por selección positiva, producen una forma modifi- 
cada dela inasa con un sitio alostérico que ya no f 
conoce ala AEC о а la lisina, por lo que la retroinhibición 
lisina está muy reducida. Dichos mutantes de В. flavum 

den producir hasta 60 g de lisina por litro en fermenta 
industriales, una concentración lo suficientemente elevi 
сото para que el proceso sea viable. 
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ШЇШЕЛДЕ ғооо палала de tiaina uiizando Brevibac- 


terium favum. (a) Vía bioquimica que conduce desde ei aspartato a ia 
lina; Obsérvese que la lana puedo inhibir por etroalimentació (véase 
Sección 8.2) la actividad de la enzima aspartoquinasa, lo que hará que 
севе la producción de lisina. (b) Estructura de la lisina y del análogo de 
la tsina S-aminootcisteina (АЕС). La АЕС inhibe normalmente el cro- 
cimiento, poro los mutantes de В. favum resistentes a la АЕС poseen 
un sitio alosférico alterado en su aspartoquinasa, y crecen y super- 
producen lina, porque ya no tiene lugar a inhibición por retroalimen- 
tación 


/__30.7 Revisión de conceptos 


La vitaminas producidas microbiológicamente son la vitamina 

В y la riboflavina, mientras que los aminoácidos más impor- 

tantes que se producen comercialmente son el ácido glutámico, 

el ácido aspártico, la fenilalanina y la lisina. Se obtienen rendi- 

mientos elevados de aminoácidos modificando las señales que 

regulan la síntesis del aminoácido en particular, de modo que se 

sobreexprese. 

Y ¿Cuál es el aminoácido que se produce comercialmente en 
mayores cantidades? 

Y ¿Cómo se puede incrementar el rendimiento en la produc- 
ción de un aminoácido evitando la inhibición retroalimen- 
tada? 


Bloconversión microbiana 


Los microorganismos pueden utilizarse para biocatalizar 
reacciones químicas específicas más allá de la química or- 
gánica. La utilización de microorganismos con este propó- 
sito se denomina bioconversión o biotransformación, е 
implica el cultivo del microorganismo en fermentadores 
grandes, seguido de la adición del compuesto químico que 
ha de ser «convertido», en el momento adecuado. Después 
de un periodo de incubación, durante el que el microorga- 
nismo actúa sobre el compuesto químico, se extrae el caldo 
de fermentación y se purifica el producto que se desee. 
Aunque en principio la bioconversión puede usarse para 
varios procesos, su principal utilización industrial ha sido 
la producción de algunas hormonas esteroídeas (Figura 
30.14). 

Ya comentamos la función de los esteroles en las mem- 
branas eucarióticas en la Sección 4.5. Los esteroides, que 
derivan de los esteroles, son importantes hormonas en ani- 
males que regulan varios procesos metabólicos, Algunos 
esteroides también se usan en medicina humana. Los miem- 
bros del grupo de los esteroides adrenocorticoides reducen la 
inflamación y, por tanto, son eficaces para controlar los sín- 
tomas de la artritis y la alergia. Los miembros de otro grupo 
de esteroides, los estrógenos y andrógenos, están implica- 
dos en la fertilidad humana y algunos de ellos pueden usar- 
зе para controlar la fertilidad. Los esteroides pueden ob- 
tenerse completamente por síntesis química, pero es un 
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Progesterona Tarniarouiprogesierona Harocortisona Corisona 
Producción de corisona ulizando un microorganismo La primera rección es Una DGcorversón microbiana ica, a Sabar, 


la formación de 11a-hidroxiprogesterona а partir de progesterona Esta oxidación altamente especifica, realizada por el hongo Rhizopus nigricans, 
omite una dificil sintesis quimica. Todos los demás pasos, desde la progesterona hasta la hormona esteroidea corisona, se realizan quimicamente. 


proceso complicado y caro. Algunas etapas clave en la sin- 

tesis química pueden realizarse de бота más cficaz тс ШБ Enzimas 

diante microorganismos, y en la producción comercial de ` В 
ercial dê Cada organismo produce una gran variedad de 

los esteroides, al menos una de las etapas de síntesis es mi pas de lan hari, 


у están implicadas en procesos celulares (vénse Sección. 
No obstante, algunas enzimas se producen en cantidad 
Согівопа e hidorcortisona > 
En la producción de la hidrocortisona y la cortisona, los es. "ЫСО más grandes por algunos organismos y сп vez d 
teroides se usan para reducir la hinchazón y el cor deirri- ¿Av Las enzimas ertracelulares (excenzimas) son сара 
taciones menores epidérmicas, el hongo Rhizopus nigricans чөлү, polímeros шей, PR 
realiza una bioconversión clave, la hidroxilación estereves- teray e rial Prades 
реса de un precursor de la cortisona (Figura 30.14). а gestión son transportados al interior delas айз donda 
mayoría de las bioconversiones estervideas conllevan hi- utilizan como nutrientes para el crecimiento. Algunas 
droxilaciones de este tipo, e industrialmente se usan dife- — ¿stas excenzimas se utilizan en las industrias alicia 
rentes hongos para llevar а cabo una u otra hidroxilaciónes- уга, farmacentica y ЇЙ. еп |а» anarias alimentar 
pecífica, Actualmente, la producción de esteroides es un pidades por simesis mlcroblona (Тамы DO). ng an 
¡ran negocio, según indican las cifras de venta alcanzadas gop biocutalizadores especialmente llles porque а 
para los cuatro esteroides principales: hidrocortisona, cor- 307 НО a ereh йи зис. 
tisona, prednisona y prednisolona, cifras estimadas en unas ЧО actúan en grupos funcionales químicos que son únict 
крона distinguen fácilmente entre gurpos funcionales similar 
еп una misma molécula y, en muchos casos, catalizan reac 
ciones de forma estereoespecífica, produciendo sólo 
/ 30.8 Revisión de conceptos de los dos posibles enantiómeros (por ejemplo, el enant 
mero-D de un azúcar, о un L-aminoácido; véase Sección: 


La bioconversión microbiana utiliza microorganismos para bio- 


catalizar una etapa especifica o varias etapas, en una sinlesis * — Proteasas, amilasas y jarabes ricos 

trictamente química. lacado 

+ Ponga un ejemplo de una bioconversión microbiana. ¿Por Tanto los hongos como las bacterias producen enzimas. 
qué se necesita la bioconversión? enzimas micorbianas producidas en mayores cantidades 

4 Describa dos formas en las que una bioconversión difiera desde el punto de vista industrial, son las proteasas, que! 
Че una fermentación típica, como la producción de antibió- usan como aditivos en los detergentes рз lavar la ropa. 
ticos. mayoría de los detergentes para lavar la ropa actuales со 


TABLA 30.4 


Amilasa (digiere el almidón) Panadera 
Papelera 


Alimentaria 


Proteasa (digjere las proteínas) 


Invertasa (digiere la sacarosa) 
Glucosa oxidasa 


Glucosa isomerasa 
Pectinasa 

Renina 

Celulasa 

Lipasa 

Lactasa 


de la lactosa a glucosa y galactosa 
ОМА polimerasa. 


Replicación del DNA en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR); (séase Sección 1017) 
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tiene enzimas, principalmente proteasas, pero también ami- 
lasas, lipasas, reductasas y otras. Muchas de estas enzimas 
se aíslan de bacterias alcalófilas (vénse Sección 6.11), sobre 
todo de especies del género Bacillus, como Bacillus licheni- 
formis (Tabla 30.4). Estas enzimas que tienen un pH óptimo 
entre 9 y 10, permanecen activas al pH alcalino de las so- 
luciones de los detergentes, 

Otras enzimas importantes fabricadas comercialmente 
son las amilasas y glucoamilasas, que se emplean en la pro- 
ducción de glucosa a partir del almidón. La glucosa así pro- 
ducida puede entonces converitrse en fructosa (que es más 
dulce que la glucosa y la sacarosa) por acción de la enzima 
glucosa isomerasa, lo que da como resultado la producción 
final de un edulcorante rico en fructosa a partir del maíz, tri- 
go о almidón de patata. En la industria alimentaria este pro- 
ceso es muy importante y un gran negocio, sobre todo en 
la producción de bebidas no alcohólicas. 


Extremoenzimas: enzimas de procariotas 

que viven en ambientes extremos 

En los Capítulos 2 y 6 consideramos los aspectos del creci- 
mento microbiano a elevadas temperaturas y descubrimos 
cómo algunos procariotas, llamados hipertermófilos, crecen 
óptimamente a temperaturas muy altas e incluso, en algu- 
поз casos, a temperaturas superiores a las de ebullición del 
agua. Los hipertermófilos crecen a esas temperaturas tan 
elevadas porque porducen macromoléculas termoestables 
(véase Sección 6.10), por ejemplo: enzimas como las que se 
resumen en la Tabla 30.4 peor que funcionan а temperatu- 
ras muy altas (Figura 30.155). El término extremoenzimas 
se refiere a enzimas que funcionan a temperaturas extre- 
madamente altas (o enzimas que funcionan de forma ópti- 
та en cualquier ambiente extremo; por ejemplo, en el frío, 
соп altas concentraciones de sal, o а pH muy ácidos o muy 
alcalinos [Figura 30.150). Los organismos que producen 
extremoenzimas se denominan extremófilos (véase Tabla 
2.1) para indicar que crecen en condiciones que no son via- 
bles para la mayoría de los microorganismos. 

Debido a que muchos procesos industriales operan me- 
jor a temperaturas elevadas, las extremoenzimas de los hi- 
pertermófilos están siendo uitlizadas, cada vez más, como 
biocatalizadores en las aplicaciones industiales que se re- 
cogen en la Tabla 30.4 y también en muchas técnicas en la 
investigación que requieren enzimas. Además de la Тар y la 
Pfu polimerasas para la reacción en cadena de la polimera- 
за (PCR) descrita en la Seccion 10.17, se han aislado y ca- 
racterizado proteasas, amilasas, celulasas, pululanasas (Fi- 
gura 30.15b) y xilanasas extremadamente termoestables de 
varios hipertermófilos. Dichos biocatalizadores termorre- 
sitentes у extremoenzimas crioactivas —activas en frío— 
(de psicrófilos), activas en presencia de altas concentracio- 
nes de sal (de halófilos), o activas a pH alto о bajo (de alca- 
Jófilos y acidófilos, respectivamente), sin ningún género de 
duda serán cada vez más utilizados en la industria, en si- 
tuaciones en las que se requiera una acitvidad biocatalítica 
еп condiciones extremas. Por tanto, la gran especificidad 
de las enzimas y su capacidad para distinguir enre isóme- 
ros quirales hacen que aquéllas que funcionan en ambien- 
tes extremos, sean particularmente importantes para la in- 
dustria química. 


Tiempo h) 


er 


ШШТЕ Г] compo: зе exiremoenzmas, enzimas que funci 


пал en condiciones medioambientales extremas. a) Enzimas toleran- 
tes a ácidos. Una mezcla de enzimas utilizada como suplemento. 
alimenticio para las aves. Las enzimas funcionan en el estómago del pà- 
jaro para digerir materiales flbrosos del alimento, lo que mejora el valor 
nutricional de este último y favorece un rápido crecimiento del animal. 
®) Enzimas termoestables. Termoestablidad de la enzima pulvlanasa, 
procedente de Pyrococcus woesel, una enzima hipertermáfla cuya. 
temperatura de crecimiento Óptima es de 100°C (véase Sección 13.9). 
E calcio mejora la estabilidad térmica de esta enzima. 


Enzimas inmovilizadas 

En algunos procesos biocatalíticos se desea convertir enzi- 
mas solubles en enzimas inmovilizadas, La inmovilización 
no sólo facilita la reacción enzimática en condiciones de 
producción contínua a gran escala, sino que también con- 
tribuye a la estabilización de las enzimas evitando su des- 
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naturalización. Existen tres aproximaciones básicas para la 

inmovilización de enzimas (Figura 30.16): 

1. Unión de la enzima a un soporte. La unión puede ser 
por adsorción, enlace iónico o enlace covalente. Los so- 
portes usados son celulosas modificadas, carbón acti- 
vado, arcillas minerales, óxido de aluminio y bolitas de 
vidrio (Figura 30.16). 

2. Polimerización (entrecruzamiento, cross-linkage) de 
las moléculas de enzimas. La unión de las moléculas 
enzimáticas unas con otras se realiza habitulamente por 
reacción química con un agente polimerizante como el 
glutaraldehído. La polimerización de las enzimas im- 
Plica la reacción química de los grupos amino de la pro- 
teina enzimatica con el glutaraldehído. Si la reacción se 
realiza de forma adecuada, las moléculas enzimáticas 
pueden unirse de tal manera que se mantenga la mayor 
parte de la actividad enzimática. 

3. Inclusión enzimática, que supone la inclusión de la en- 
zima en una membrana semipermeable. Las enzimas pue- 
den encerrarse en microcápsulas, geles, membranas se- 
'mipermeables de polímeros o polímeros fibrosos como 
el acetato de celulosa (Figura 30.16). 


Cada uno de estos métodos tiene ventajas y desventajas, 
y el procedimiento utilizado depende de la enzima y de la 
aplicación industrial particular. 


/__ 30.9 Revisión de conceptos 


Los microorganismos son ideales para producir enzimas a gran 
escala. Muchas enzimas se usan en la industria de lavado (deter- 
gentes) para eliminar manchas de la ropa, y las enzimas estables 
а altas temperaturas y a pH alcalinos tienen muchas ventajas en 
estos mercados, Las enzimas procedentes de los extremófilos son 
muy útiles como biocatalizadores en condiciones extremas. 
Cuando una enzima se usa en un proceso a gran escala, puede 
ser conveniente inmovilizarlg en un sustrato inerte. 


Enzima ligada 
al soporte 


Елата unida por 
enlaces transversalos 


Z ¿Cómo se utilizan las enzimas en la industria de los deter- 
gentes? 

4 Resuma las etapas enzimáticas que conducen a la produc- 
«ción de jarabes ricos en fructosa, para la elaboración de be- 
bidas no alcohólicas. 


A ¿Quéesuna extemoenzima? 


He. - ___ 8 


El vinagre es el producto resultante de la conversión del al- 
cohol etilico en ácido acético por la acción de las bacterias del 
ácido acético, que son mi юй delos pibes сааи 
Gluconobacter. El vinagre puede producirse a partir de 
quier sustancia que contenga etanol, aunque el material de 
partida habitual es el vino, la cerveza o el zumo alcohólico de 
manzana (la sidra). El vinagre también puede producirse a 
partir de una mezcla de alcohol puro en agua. En este caso re- 
cibe el nombre de vinagre destilado, en donde el término desti- 
lado se refiere más al alcohol del que se fabrica el producto 
al vinagre en sí mismo. El vinagre se utiliza como ingre- 
lente aromatizante para ensaladas y otros alimentos, así 
сото para el encurtido de ciertas carnes y las hortalizas que, 
de este modo (si el proceso se ha llevado a cabo de forma 
cuada) se ¡almacenar sin refrigeración durante años. 
Las bacterias del ácido acético representan un grupo in- 
teresante de procariotas (vénse Sección 12.8). Se trata de bac- 
terias estrictamente aerobias que se diferencian de la mayor 
Че otros. nismos aerobios en el hecho de: 
algunas de ellas, como la especie Gluconobacter, no oxi 
completamente sus donadores de electrones orgánicos has- 
ta CO, y agua (véase Figura 30.17). De esta manera, cuando. 
disponen de alcohol etílico como donador de electrones, lo 
oxidan a través de quinonas sólo hasta ácido acético, que se 
acumula en el medio. Las bacterias del ácido acético son 
muy tolerantes a los ácidos, por lo que no se destruyen: 
diante la acidez que producen. En todo caso, existe una alla 
demanda de oxígeno durante el crecimiento, por lo quel 
problema principal en la producción de vinagre consiste еп. 
garantizar una aireación suficiente del medio. 


Figu Procedimientos para la inmovilización de las enzi- 
mas. En todos los casos las moléculas enzimáticas se muestran en rojo. 


clave en la producción de vinagre; UQ = ubiquinona. 
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Producción de vinagre 

Existen tres procesos diferentes para la producción de vina- 
gre. El método de la tinaja abierta o método de Orleáns fue 
el proceso original y todavía se utiliza en Francia, país en el 
que se desarrolló, El vino se coloca en tinajas planas con una 
exposición considerable al aire y las bacterías de ácido acéti- 
со se desarrollan como una capa mucilaginosa sobre la su- 
perficie del líquido. Este proceso no es muy eficaz, puesto 
que el único lugar en el que las bacterias entran en contacto 
al mismo tiempo con el aire y con el sustrato es en la super- 
ficie. El segundo proceso es el llamado método de goteo (vi- 
nagre rápido), en el que el contacto entre las bacterias, el aire 
y el sustrato se consigue haciendo gotear el líquido alcohóli- 
со sobre leña fina de haya о sobre virutas de madera de haya 
apiladas en una tinaja o columna, al tiempo que una corrien- 
te de aire entra рог el fondo y fluye hacía arriba. Las bacterias 
crecen sobre la superficie de las virutas de madera, por lo que 
quedan expuestas al máximo tanto al aire como al líquido. 
La tinaja se denomina generador de vinagre (véase Figura 30.18) 
y todo el proceso se desarrolla de una forma continua. La vida 
ЧЫ de las virutas de madera en un generador de vinagre es 
muy larga, y oscila entre 5 y 30 años, dependiendo de la cla- 
se de líquido alcohólico que se haya utilizado en el proceso 

El tercer proceso para obtener vinagre es el método del 
burbujeo, que consiste básicamente en una fermentación 
sumergida como la que describimos en el caso de la pro- 
ducción de antibióticos, Al haber una aireación adecuada, 
Ia eficacia del método del burbujeo es alta, por lo que entre 
el 90% y el 98% del alcohol se convierte en ácido. 

Aunque el ácido acético puede fabricarse fácilmente por 
métodos químicos a partir del alcohol, el producto micro- 
Мало, a saber, el vinagre, es un producto único cuyo aroma 
se debe en parte a otras Sustancias presentes en el material 
de partida о a las que se producen en la fermentación. Por 
esta razón, el proceso microbiano, sobre todo si utiliza el 


ШШЕ] озо эта de un generador de nagre. El quto aico 
hálico se hace gotear através de vintas de madera y se deja que el aire 
pase desde el fondo hacia arriba y através de las лав. Las bacterias del 
cido acático se desarrollan sobre las virutas де madera y comenten e al- 
cohol en ácido acético. La solución de ácido acético se acumula en una cá- 
mara colectora y se recicla através del generador hasta que se alcanza un 
contenido en ácido acético de almenos el 4%, la cantidad minima de este 
compuesto que debe tener un producto para ser considerado «vinagre». 


generador de vinagre, no ha podido sustituirse aún por nin- 
gún proceso químico. 


/__30.10 Revisión de conceptos 


El ingrediente activo del vinagre es el ácido acético, que se produ- 

сеа partir de una bacteria del ácido acético que oxida un zumo de 

fruta que contiene alcohol. La aireación adecuada es el factor más 

importante para garantizar una producción correcta de vinagre, 

4 ¿Por qué se necesita oxigeno para producir vinagre? 

4 ¿Por quéel vinagre que se produce mediante el método de 
goteo tiene un sabor distinto al del vinagre producido por 
el método de burbujeo? 


зо. too ro otros compuestos 


Muchos productos químicos orgánicos se producen a par- 
tir de microorganismos con un rendimiento suficiente para 
poder fabricarse comercialmente mediante fermentación. 
Por ejemplo, el ácido cítrico, que se utiliza ampliamente en 
alimentos у bebidas, el ácido itacónico, que se utiliza en la 
fabricación de resinas acrílicas, y el ácido glucónico, que se 
utiliza en los seres humanos en forma de gluconato cálcico 
para tratar deficiencias de calcio e, industrialmente, como 
agente de lavado y suavizante, se producen a partir de hon- 
gos. Por su parte, la sorbosa, que se produce cuando Aceto- 
acter oxida el sorbitol, se utiliza para la fabricación de йсі- 
do ascórbico (vitamina С), y el ácido láctico, que se utiliza en 
la industria alimentaría para aumentar la acidez de ali- 
mentos y bebidas, se produce a partir de las bacterias del 
ácido láctico (véase Sección 12.19). En este caso nos concen- 
traremos en la formación de ácido cítrico. 


Ácido cítrico 
El ácido cítrico se produce microbiológicamente por fer- 
mentación utilizando el hongo Aspergillus niger. Aunque ge- 
neralmente se considera al ácido cítrico en conexión con el 
ciclo del ácido cítrico (nérse Sección 5.13), en algunos mi- 
„ como А. niger, se puede obtener la excreción 
де grandes cantidades de ácido Erico. La fermentación se 
realiza por métodos acrobios en grandes fermentadores. La 
condición fundamental para tener un gran rendimiento de 
ácido cítrico es que el medio sea deficiente en hierro, puesto 
que el hongo superproduce ácido cítrico como agente que- 
lante para apoderarse del hierro (vénse Figura 30.194). En 
consecuencia, el medio utilizado para la producción de áci- 
Чо cítrico se somete a un tratamiento en el que se elimina la 
mayor parte del hierro, mientras que los fermentadores son 
de acero inoxidable para impedir que se filtre desde ellos el 
hierro que se produce debido a los bajos valores de pH que 
surgen con la acumulación de ácido cítrico. El medio utili- 
zado para la producción del ácido cítrico contiene 
variedad de materiales de partida, entre los que cabe citar al- 
midón de patata, hidrolizados de almidón, jarabe de gluco- 
sa procedente de almidón sacarificado, sacarosa (véase Fi- 
gura 30.19), jarabe de caña de azúcar, melazas de caña de 
azúcar y melazas de remolacha azucarera. Si se utiliza al- 
midón, las amilasas (vénse Tabla 304) que son formadas por 
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Tiempo (dias) 
СЛ 


ЮЕ Fermentación del ácido cítrico. (a) Estructura del 
Ácido citrico. Obsérvese que la forma ionizada, el citrato, contiene tres. 
grupos de ácido carboxlico que pueden quelar el hierro (Fe). fb) Ci- 
ética de la formentación del ácido citrico. La sacarosa se degrada 
medianto la enzima sucrasa para formar glucosa + tructuosa. Consúl- 
tese el texto para obtener más detalles al respecto. 


el hongo productor, o que se añaden al caldo de fermenta- 
ción, hidrolizan el almidón y dan lugar a azúcares. Por su 
parte, los azúcares se catabolizan a través de la vía glicolíti- 
са (vease Sección 5.10) y entran en el ciclo del ácido cítrico, 
еп el que tiene lugar la producción de citrato. 

Hoy en día, la mayor parte del ácido cítrico se produce 
mediante procesos sumergidos en grandes fermentadores. 
Сото A. niger es un microorganismo aerobig estricto, para 
esta fermentación es imprescindible asegurarse de que el 
cultivo se mantenga bien aireado. El ácido cítrico se pro- 
duce de esta forma como un metabolito típico secundario. 
Durante la fase de crecimiento, la sacarosa se descompone 
en glucosa y fructuosa y, en el momento en el que se al- 
canza la fase estacionaria, quedan grandes cantidades de 
estas hexosas, que se convierten en ácido cítrico para con- 
trarrestar la falta del hierro (véase Figura 30.19). 

Desde el punto de vista histórico, el desarrollo del pro- 
ceso sumergido para el ácido cítrico tuvo una gran impor- 
tancia, puesto que fue la primera fermentación industrial 
aerobia. Después, la tecnología de fabricación de fermenta- 
dores aerobios se perfeccionó con el proceso del ácido cítri- 
со y, a continuación, esa tecnología se aplicó a la penicilina 
y a otras fermentaciones de antibióticos importantes. Esto 
significa que buena parte de nuestro éxito en la producción 
a gran escala de antibióticos se debe a los trabajos pioneros 
realizados con la fermentación del ácido cítrico. 


/ 30.11 Revisión de conceptos 

Algunos compuestos químicos orgánicos se producen camer 

cialmente mediante el uso de microorganismos. De ellos, el más 

importante desde el punto de vista económico es el ácido cit 

со, que es producido por algunos hongos. 

Y ¿Por qué el ácido citrico producido por Aspergillus niger 
considera un metabolito secundario (véase Figura 30199)? 

Y ¿Cuáles la relación que existe entre la producción de hier 
y la producción de ácido cítrico por parte de A. niger? 


Las levaduras son los microorganismos más importantes. 
más ampliamente utilizados en la industria, Se cultivan р 
sus propias células, por sus componentes celulares y por la 
productos finales que producen durante la fermentación. 
cohólica (véase Figura 30.1 y Tabla 305). Las células de 
dura se utilizan asimismo en la fabricación de pan, y tamb 
como fuente de alimento, de vitaminas y de diversos f 

de crecimiento. La fermentación a gran escala que pr 

la levadura es la que hace posible la producción de alcoho 
para propósitos industriales, aunque se la conoce mejor р 
su papel en la fabricación de bebidas alcohólicas, como son él 
vino, la cerveza y los licores (véase recuadro relativo a los р 
ductos de la fermentación de la levadura, en el Capítulo 5). 
pea producción de células de levadura yl producción d 
al 


mediante levadura son dos procesos que se 
cian desde el punto de vista industrial en el hecho de que 


primero requiere la presencia de oxígeno para la produc 

máxima de material celular, mientras que la fermentación 

cohélica es anaerobia. Sin embargo, en casí todos los proceso 
industriales se utiliza una misma especie de levadura, о 

резе» similares de la misma, a saber, Saccharomyces 


TABLA 30. 


Producción de células de levadura 

Levadura de panadero para la fabricación del pan 

Levadura desecada como suplemento alimenticio 

Levadura desecada como pienso animal 
Productos de la levadura 

Extracto de levadura para medios de cultivo 

Vitaminas B Vitamina D 

Enzimas para la industria alimentaria; nvertasa (sucrasa), palac- 

tosidasa 

Productos para investigación bioquímica: АТР, NAD*, RNA 
Productos de fermentación de la levadura 

Etanol para alcohol industrial y como aditivo de la gasolina 


* Vias recuadro relativo los productos de la fermentación dela levadura. 
end Capital S. 
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Producción de células de levadura 

Los panaderos utilizan la levadura como agente estimu- 
lante del leudado de la masa antes de su cocción, así como 
para conferir al pan el aroma que le caracteriza. Durante el 
proceso de leudado, la levadura se mezcla con la masa hú- 
meda en presencia de una pequeña cantidad de azúcar. Así, 
la levadura convierte el azúcar en alcohol y СО, a conti- 
nuación de lo cual el CO, gaseoso se expande y hace que la 
masa se levante y se esponje. Cuando se cuece el pan, el ca- 
lor expulsa el dióxido de carbono y el alcohol, por lo que se 
forman agujeros dentro de la masa que le dan su textura li- 
pera característica. 

La levadura que se utiliza para panadería o para fines 
alimentarios se cultiva en grandes fermentadores aireados, 
en un medio que contiene melazas como ingrediente prin- 
cipal. Por su parte, las melazas contienen grandes cantida- 
des de azúcar que sirven como fuente de carbono y de ener- 
gía y, además, contienen minerales, vitaminas y aminoácidos 
que son utilizados por la levadura. Para crear un medio 
completo para el crecimiento de la levadura, se añade ade- 
más ácido fosfórico (una fuente de fósforo) y sulfato amó- 
nico (una fuente de azufre y de nitrógeno). 

Las vasijas de fermentación que se utilizan para la pro- 
ducción de levadura tienen una capacidad que oscila entre 
40 000 y 200 000 ml. El proceso se inicia con el cultivo de re- 
serva de inóculo puro, al que siguen varias etapas interme- 
dias en las que se va aumentando el inóculo hasta una can- 


tidad adecuada que permita inocular la etapa final (véase Fi- 
gura 30200). Cabe señalar que no es conveniente añadir to- 
das las melazas al fermentador al mismo tiempo, puesto que 
esto produciría un exceso de azúcar y la levadura fermen- 
taría parte de este azúcar en alcohol y dióxido de carbono, 
en lugar de convertirlo en células de levadura. Por lo tanto, 
еп un principio sólo se añade una pequeña cantidad de me- 
lazas y, a continuación, a medida que el cultivo de levadu- 
ra crece y consume este azúcar, se va añadiendo más. 

Una vez finalizado el periodo de crecimiento, las células 
de levadura se recuperan del caldo por centrifugación. А 
continuación, las células se lavan mediante dilución con 
agua y se vuelven a centrifugar hasta que adoptan un color 
claro. La levadura de panadería se comercializa de dos for- 
mas, a saber, comprimida en pastillas о сото polvo seco. 
Las pastillas de levadura prensada (véase Figura 30.200) se fa- 
brican mezclando la levadura centrifugada con agentes 
'emulsionantes, almidón y otros aditivos que le confieren 
una consistencia adecuada y una duración razonable, a con- 
tinuación de lo cual el producto se corta en cubitos o en blo- 
ques de diversos tamaños para uso doméstico o comercial. 
Опа pastilla de levadura prensada contiene aproximada- 
mente un 70% de humedad, por lo que debe almacenarse 
еп el frigorífico a fin de mantener su capacidad de acción. 
Por su parte, la levadura que se comercializa en estado seco 
рага panadería suele recibir el nombre de levadura seca activa 
(véase Figura 30.200). La levadura lavada se mezcla con adi- 


Producción industrial de об. 


Eliminar agua —— Comprimir—— Empaquetar——— Almacenar 
entio 


Маа» de levadura. (a) Fases de la producción. 
Se añaden agentes antiespumantes al formen- 
tador para impedir la aireación y la agitación 
que puede surgir al crearse un exceso de es- 
рита en la superficie del medio. (o) Fotografi- 
ов де productos habituales де levadura: pastila 
до levadura; paquetes de levadura desecada 
activa: frasco de levadura alimentaria. 


Secar 


bombo. 


Eliminar agua Адана — ате — Emvocuetar — Almacenar 
Pasteurizar —= enun —= Moler— Empaquetar — Almacenar 
en frio 
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tivos y se seca al vacío hasta que su contenido en humedad 
se reduce a un valor aproximado del 8%. Es entonces cuan- 
do se introduce en envases con cierre hermético, como son 
los tambores de fibra, las cajas de cartón o las bolsas de va- 
rias capas, en ocasiones en una atmósfera de nitrógeno que 
favorece una larga conservación. Por último, la levadura alí 
mentaria, que se comercializa como suplemento alimenticio 
(véase Figura 30.208), está formada por células de levadura 
que han sido destruidas рог el calor y suelen estar deseca- 
das. Las células de levadura son ricas en vitaminas B y en 
proteínas, excepto en aminoácidos con azufre. La levadura 
se añade a la carne y a la harina de cereales para increm 
tarel valor nutritivo de esos alimentos y, además, se vende 
en gránulos como alimento saludable (véase Figura 30.208). 


Y 30.12 Revisión de conceptos 


Las células de levadura se cultivan para utilizarlas en la indus- 
tria panadera y alimentaria, La levadura comercial se produce 
mentadores aireados y utiliza melazas como 
la principal fuente de carbono y de energía. 


/ Escriba una reacción química equilibrada que explique la 
a levadura en la fabricación del pan 
qué es tan importante mantener condici 


rmentador cuando se cultiva la levadura para obtener 


acción que tiene 


Y 


ЕДЕ] “cono! y bebidas alcohólicas 


El uso de levadura seca en la producción de bebidas alco- 
hólicas es un proceso ancestral. La mayor parte de los zu- 
mos de fruta sufren una fermentación natural ocasionada 
por las levaduras «silvestres» que están presentes en la fru- 
ta. A partir de estas fermentaciones naturales, se han selec 
cionado algunas levaduras para conseguir una producción 
más controlada, hasta el punto de que, en la actualidad, la 
producción de bebidas alcóhólicas se ha convertido en una 
industria muy importante en todo el mundo. Las bebidas 
alcohólicas más importantes son el vino, producido por la 
fermentación del zumo de fruta, la cerveza, producida por 
la fermentación de cereales malteados, y las bebidas destila 
das, producidas por concentración, medianté destilación, 
del alcohol procedente de una fermentación. La bioquími 
са de la fermentación alcohólica por parte de la levadura se 
encuentra descrita en la Sección 5.10. 


Variedades de vino 

La mayoría de los vinos procede de las uvas, por lo que la 
fabricación de esta bebida se produce en los lugares del 
mundo en los que esta fruta puede cultivarse de una forma 
más económica (vénse Figura 30.21). Existen muchas clases 
de vinos, y su calidad y características varían considerable- 
mente. Los vinos secos son vinos en los que han fermentado 
prácticamente todos los azúcares del zumo o mosto, mien- 
tras que, en los vinos dulces, se deja parte del azúcar, o bien 
se añade azúcar después de la fermentación. Un vino forti- 
ficado o vino enriquecido es aquél al que se le ha añadido 
brandy o algún otro licor después de la fermentación; el je- 
rez y el oporto son vinos fortificados muy conocidos. Por su 


@ 


Гоо зоот сб corneri wo Gaona EE UU 
(@ Equipo para transportar ls uvas hasta а bodega, donde se proce 
бей a su aplastamiento, 6) Grandes tanques donda tiana iugar а рі 
Sipai fermentación би Yo. (c) Barcas en las que lene ugar ө proceso. 
de envepecmento 


parte, en un vino espumoso, como es el champán, se en- 
Cuentra presente una considerable cantidad de dióxido de 
carbono, que surge de una fermentación final que realiza la 
levadura directamente dentro de la botella. 


Producción de vino 
La producción del vino se inicia a comienzos del otoño, con 
la recolección de la uva. Las uvas se aplastan en una máqui- 
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па y el zumo, llamado mosto, se exprime. Dependiendo de las 
uvas que se utilicen y de cómo se el mosto, se pro- 
ducirá vino blanco o tinto (véase Figura 30.22). El vino blan- 
cose prepara a partir de uvas blancas о a partir del zumo de 
uvas negras a las que se les ha quitado la piel, que es la par- 
te que contiene el compuesto colorante. En la fabricación del 
vino tinto, el orujo (pieles, semillas y trozos del tallo) se deja 
durante la fermentación. Además de la diferencia de color, el 
vino tinto tiene un aroma más fuerte que el blanco, lo que se 
explica por la presencia de mayores cantidades de sustan- 
cias químicas llamadas taninos, que se separan de las pieles 
de las uvas durante la fermentación y pasan al zumo. 


un color pafizo, dependiendo de 
la uva que se haya utilizado. (b) 
Vino tinto. El color de los vinos. 
tintos varía desde un color rojo 
claro a ип rojo oscuro borgoña. 
La fotografía muestra una copa 
де un Chanin Blanc, un tipico 
vino blanco (a la izquierda) y una 
сора de vino tinto claro (clarete, a 
la derecha). Como variedades 
también típicas de vino blanco 
cabe citarse el chabil, ol vino del 
Rhin, el sauterno y el chardonnay. 
mientras que entre las variedades 
tipicas de vino tinto se encuen- 
tran el vino de Borgoña, el chian- 
Ч, el clareto, el zinfandel, el ca- 
ете! y el merlot. 


Las levaduras que participan en la fermentación del 
vino son de dos clases: por un lado, las llamadas levaduras 
silvestres, que están presentes en las uvas cuando se reco- 
gen del campo y se transfieren al mosto y, por otro lado, la 
levadura de vino cultivada, Saccharomyces ellipsoideus, que 
se añade al zumo para iniciar la fermentación. Las levadu- 
ras silvestres son menos tolerantes al alcohol que las leva- 
duras cultivadas de vino y, además, pueden producir com- 
puestos no deseados que afectan a la calidad del producto 
final. Así pues, en muchas bodegas se destruyen las leva- 
duras silvestres presentes en el mosto añadiendo dióxido 
disulfuro (que aparece en la botella como «sulfitos») en una 
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proporción de aproximadamente 100 partes por millón 
(ppm). Saccharomyces ellipsoideus es resistente а esta con- 
centración de dióxido disulfuro y se añade como cultivo 
Iniciador, preparado a partir de un cultivo puro crecido en 
zumo de uva esterilizado. La fermentación se realiza en ti- 
пајаз de varios tamaños, que abarcan desde toneles de 200 
litros hasta tanques de 250 000 litros, hechos de madera de 
roble, de cemento, de piedra o de metal revestido de vidrio 
(véase Figura 30.210). El fermentador debe construirse de 
tal modo que la gran cantidad de dióxido de carbono que 
¡se produzca durante la fermentación pueda escapar sin que 
se produzca la penetración de aire, lo que se consigue aco- 
plando una válvula unidireccional especial en el tanque. 
En el caso del vino tinto, al cabo de tres o cinco días de 
fermentación ya se ha extraído del orujo una cantidad su- 
ficiente de tanino y de color, por lo que el vino pasa a otro 
tanque para someterlo a otra fermentación que durará una 
о dos semanas más. El paso siguiente recibe el nombre de 
trasiego, El vino se separa del sedimento, que contiene la 
levadura y un precipitado orgánico, y se almacena a conti- 
nuación a una temperatura inferior para lograr el envejeci- 
miento, el desarrollo del aroma y la posterior clarificación. 
La clarificación final puede acelerarse mediante la adición 
Че los llamados agentes de refinado como caseína, tanino о ar- 
cilla bentonita, o bien filtrando el vino a través de tierra dia- 
tomácea, asbestos o filtros de membrana. Acto seguido, el 
vino se embotella y se almacena para su posterior enveje- 
cimiento, о se vende, Por lo general, el vino tinto se enve- 
есе durante dos o más años después del embotellado (vés- 
se Figura 30.21c), mientras que el vino blanco se suele 
vender віп mucho envejecimiento. Durante el proceso de 
envejecimiento, se producen cambios químicos complejos, 
incluida la reducción de los componentes amargos, lo que 
Ча como resultado la mejora del asoma y del olor, que se 
conoce con el nombre de buqué, El contenido final en alco- 
hol del vino oscila entre el 6% y el 14%, dependiendo del 
contenido en azúcar de las uvas, de la duración de la fer- 
mentación y de la cepa de levadura de vino utilizada. 


La industria cervecera 

La fabricación de bebidas alcohólicas obtenidas a partir de 
granos de malta se denomina en inglés brewing. Entre las 
bebidas malteadas típicas se encuentran las diversas clases 
de cerveza normal (lager), ligera (ale), fuerte (bock) y negra 
(stout). La malta se prepara con granos de cebada y contie- 
ne enzimas naturales que digieren el almidón de los cerea- 
les y lo convierten en azúcar, Como las levaduras cervece- 
ras no son capaces de digerir el almidón (ое Figura 3.69), 
el proceso de malteado es esencial para la preparación de 
material fermentable a partir de granos de cereales. 

El líquido fermentable a partir del que se fabrican las 
cervezas se prepara en ип proceso que se conoce con el 
nombre de amasado, La masa puede estar compuesta üni- 
camente por cebada o por otros cereales, como el maíz, el 
arroz о el trigo. La mezcla de ingredientes que forman la 
masa se cuece y se deja macerar en una gran cuba a tem- 
peratura templada. Durante el proceso de calentamiento, 
las enzimas de la malta digieren el almidón y liberan azú- 
cares que, a continuación, son fermentados por la levadu- 
ra. También se liberan proteínas y aminoácidos que pasan 


al líquido, igual que ocurre con otros nutrientes necesarios 
рага el crecimiento de la levadura. 

Tras la cocción, el extracto acuoso, llamado mosto de cer- 
veza, se separa por filtración de las cascarillas y de los de- 
más residuos de la masa. En esta etapa se añade al mostg 
de cerveza flores femeninas de una planta aromática Jla- 
mada lúpulo, El lúpulo es un ingrediente aromatizante que 
también tiene propiedades antimicrobianas, lo que proba- 
blemente contribuye a impedir la contaminación en la fer- 
mentación siguiente. Después, el mosto se cuece, general- 
mente en grandes calderas de cobre (газе Figura 30.24, Б), 
durante varias horas, en las que se extraen los ingredientes 
deseados del lúpulo, se coagulan y eliminan las proteínas 
presentes en el mosto de cerveza que no son convenientes 
para mantener la estabilidad de la misma, y se esteriliza el 
mosto de cerveza. A continuación, el mosto se filtra de nue- 
vo, se refrigera y se transfiere a la vasija de fermentación, 

Las cepas de levadura cervecera son de dos tipos princi- 
pales: de fermentación en superficie y de fermentación en 
el fondo. La principal diferencia que existe entre estas dos 
clases de levadura consiste en que las levaduras de fer- 
mentación en superficie permanecen distribuidas de for- 
ma homogénea en el mosto de fermentación y son trans- 
portadas a la superficie por el dióxido de carbono gaseosa 
que se genera durante la fermentación, mientras que las le- 
vaduras de fermentación en el fondo se depositan en la par- 
te inferior, Las levaduras de fermentación en superficie se 
utilizan en la preparación de cervezas ligeras (tipo «alew), 
mientras que las levaduras de fermentación en el fondo se 
emplean para fabricar cervezas rubias (ipo slager»), Las le- 
vaduras de fermentación en el fondo suelen ser de la espe- 
ае denominada Saccharomyces carlsbergensis, mientras que 
las levaduras de fermentación en superficie pertenecen al 
género Saccharomyces cerevisiae. La fermentación realizada 
por las levaduras de superficie se produce por lo general 4 
temperaturas más altas (entre 14°C y 23°C) que la de las le- 
vaduras de fondo (entre 6°C y 12°C) y, además, se realiza en 
un periodo más corto de tiempo (cinco a siete días para la 
fermentación de superficie frente al periodo de 8 a 14 días 
para la fermentación de fondo). Una vez que las levaduras 
de fondo finalizan la fermentación de la cerveza «lager», ésta 
se bombea y pasa a tanques más grandes, donde se almace- 
та a una baja temperatura (alrededor de —1°С) durante va- 
rias semanas (véase Figura 30.230). Tras el proceso de alma- 
cenamiento, la cerveza se filtra y se deposita en tanques de 
almacenamiento (véase Figura 30.234) a partir de los cuales 
se extrae para su envasado. Por su parte, la cerveza fer- 
mentada en superficie se almacena durante breves periodos 
de tiempo а una temperatura más alta (entre 4°C y 8°C), que 
ayuda a desarrollar el aroma característico de esta cerveza, 

Sî desea obtener más detalles sobre el proceso de fabri- 
cación de la cerveza, consulte el recuadro «Fabricación ca- 
sera de cervezas. 


Bebidas alcohólicas destiladas 

Las bebidas alcohólicas destiladas se fabrican calentando un 
líquido fermentado a una temperatura alta que volatiliza la 
mayor parte del alcohol. El alcohol se condensa a continua- 
ción y se recoge en un proceso que recibe el nombre de des- 
tilación. Con este proceso puede obtenerse un producto con 
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Fabricación de cerveza en una planta industrial. (a, Б) La caldera de cobre ев ө! lugar өп el que el mosto se mezcla con el рио, 
ntinuación de lo cual se leva a ebulición. Desde la caldera, el liquido se pasa а grandes tanques de fermentación, өп los que la levadura fer- 


menta la glucosa y da lugar а etanol más dióxido de carbono. (с) Si se va a fabricar una Cerveza tipo lager, la cerveza so almacena a continuación 
durante varias semanas a baja temperatura өп tanques, donde se produce la sedimentación de partículas, incluidas las células de levadura. (d) Por 
Último, la cerveza se fitra y se deposita en tanques de almacenamiento а partir de los que se envasa en pequeños barriles, en botellas o өп latas. 


contenido mucho más alto en alcohol que el que se consigue 
соп una fermentación directa. Prácticamente cualquier lí- 
quido alcohólico puede destilarse, y cada uno de ellos dará 
lugar a una bebida destilada con unas características pro- 
pias. Así, la destilación de Іа bebidas con malta da lugar al 
gúlisqui, el vino destilado da lugar al brandy, la destilación de 
melazas fermentada produce ron, la destilación de cereales о 
de patata fermentados genera vodka, y la destilación de ce- 
reales y bayas de enebro produce ginebra (vénse Figura 3024). 

El destilado no sólo contiene alcohol, sino además otros 
productos volátiles procedentes de la fermentación reali- 
zada por la levadura o delos propios ingredientes, Algunos 
de estos otros productos son ingredientes deseables para el 
aroma, mientras que otros по 10 son. Así, para eliminar es- 
tos últimos, el producto destilado suele someterse a un pro- 
ceso de envejecimiento, habitualmente en barricas de ma- 
dera. Durante el proceso de envejecimiento, los productos 
no deseados se eliminan, al tiempo que se desarrollan nue- 
vos ingredientes deseables para aportar aroma el produc- 
to final. El destilado recién obtenido suele ser incoloro, 
mientras que el producto envejecido suele tener un color 
amarillo o pardo (vénse Figura 3024). Las características del 
producto final dependen en parte del tipo y la duración del 
proceso de envejecimiento (un tiempo de envejecimiento 
de diez años o más es algo habitual en algunas bebidas des- 
tiladas), lo que significa que el proceso de fabricación de 
bebidas alcohólicas destiladas es sumamente complejo. En 


ви mayor parte, el proceso se realiza siguiendo métodos 
tradicionales que han demostrado (en la práctica) dar un 
producto determinado de calidad, más que por métodos 
probados científicamente. 


Etanol a granel 

La producción de etanol como sustancia química a granel 
ез uno de los procesos biocatalíticos más importantes y hoy 
еп día se fabrican casi 400 mil millones de litros de alcohol 
al año en los Estados Unidos, principalmente por la fer- 


El 


ШШЕ] соо de ias bebidas destiladas. La ginebra o el vodka 
(no mostrados) son íncoloros. Sin embargo, el envejecimiento en bari- 
саз de madera confiere un color ámbar o amarilo característico de al- 
gunas bebidas destiladas. De izquierda a derecha, ron, brandy y gUisqui. 
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Técnicas y Aplicaciones 


Ba. 
puede fabricar muchas clases до 
cerveza. desde la amarga (bite) inglesa y la 
rubia suave (pale а/е) de la India, hasta la 
fuerte (Боск) alemana y la cerveza negra 
{stoun de la Rusia imperia. El equipo y las 
materias primas que se necesitan pueden 
comprarse en cualquier tenda especializada 
de fabricantes de vinos y cervezas. 

El proceso de fabricación de la cerveza, 
puedo dvidirao en tros etapas fundamenta: 
les: preparación: del mosto de cerveza, rea- 
lización de la fermentación, y embotellado y 
envejecimiento. Las características de la ta- 
bricación dependen de muchos factores, 
como son la proporción de malta, azúcar, kú- 
рио y cereales, el tipo de levadura, la tem- 
peratura y la duración de la fermentación, 
así como de la forma en la que вө roalice el 
proceso de envejecimiento, El fermentador. 
ов una vasija do vidrio de unos 20 tos quo 
puede corrarsa con cierre hermético. Para 
obtenor una cerveza de buena calidad es 
Imprescindible esterilizar todo el material 
que entre en contacto con el mosto, a sa- 
ber, ol tormantacor, las mangueras, а cu- 
chara de remover y las botollas. El procedi- 
miento más idóneo consiste өп utilizar un 
líquido estorlizanto, que consta de 50 о 
60 mi de lejía, y 20 litros de agua. Se su- 
mergen өп él todos los componentes du- 
rante 15 minutos у, a continuadión, se acia- 
ran ligoramonte con agua caliente о se 
socan al airo. 


Fabricación casera de cerveza' 


1. Preparación del mosto (véase Figura 
1), Enla fabricación comercial de la cer- 
Мела, el mosto se realiza extrayendo los. 
“azúcares fermentabies y los nutrientes 
¿e la levadura de la тайа, el azúcar y el 
lúpulo. El proceso es complejo, por lo 
que es relativamente dificil conseguir re- 
sultados satistactorios. Muchos cerve- 
ceros domésticos fabrican su propio 
mosto a partir de la malta, pero вө pue- 
de obtener una cerveza razonablemen- 
o buena а partir de un extracto de maj- 
ta aromatizado con lúpulo, que se vende 
ya preparado. Los extractos de malta se 
presentan an una gran variedad de aro- 
таз y colores, y el tipo de cerveza de- 
penda del tipo de extracto de malta util- 
zado, Una receta sencilla рага hacer el 
mosto consiste en utilizar entre 2,25 y 
2.75 kilos de extracto de malta aromat- 
zado con Юрию y mezciarto con 20 тов 
de agua. Se hierve el oxtracto de malta 
соп sels litros de agua durante 15 minu- 
ов өп un recipiente de porcelana өв- 


Ба 


Figura 1 


matada o de acero inoxidable; debe evi- 
tarso las calderas de aluminio debido a 
la чоп que producen los metales 
que se desprenden оп esta caso (véase. 
Figura 1). El mosto caliente se vierte a 
continuación en 14 о 15 ros de agua 
а у impia, que ya se ha añadido al 
termentador, Cuando la temperatura ha 
“alcanzado ип valor inlerior а 30°C se 
añade la levadura para iniciar la tormon- 
tación. 

2. Realización de la tormentación (véase 
Figura 2). So añaden dos paquetes de 
levadura de corveza tresca al mosto ya 
тоу зе cubre el fermentador con un ta- 
pón de goma en el que sa ha insertado 
una manguera de plástico. La manguo- 
та зе dirige hacia un balde que contiene 
agua. Durante los dos о tros primeros 
las до fermentación, se dosprenderán 
grandes cantidados de dióxido de car- 
bono, que saldrán а través de la man- 
guera. El ln de agua sirvo para evitar 
Qvo зе produzca una penetración de lo- 


Figura 2 


mentación de almidón de cereales. Este etanol se utiliza 
como disolvente industrial y también para la producción 
de gasohol, un combustible sin plomo que contiene un 10% 
de etanol en gasolina. La combustión del gasohol produce 
una menor cantidad de monóxido de carbono y de óxidos 
de nitrógeno que la gasolina pura, por lo que se vende como 
un combustible más limpio y se aconseja su uso en las gran- 
des ciudades, donde la contaminación debido a los auto- 
móviles es alta, Ya se han utilizado algunas levaduras en 
la producción de etanol a granel, incluidas las especies Sac- 
charomuces, Kluyveromyces y Candida, aunque la mayor par- 
te del etanol de los Estados Unidos se produce mediante la 
primera de ellas. 


/__30.13 Revisión de conceptos 


Las bebidas alcohólicas son producidas por una levadura, que 

fermenta el azúcar y lo convierte en alcohol etílico y dióxido de 

carbono. El vino se produce a partir del zumo de uva, la cerê 

za, a partir de cereales malteados, y las bebidas destiladas, a 

partir de la destilación de soluciones fermentadas. El alcohol a 

granel se utiliza como aditivo para la gasolina y como disol- 

vente industrial 

./ ¿Cómo se diferencian los vinos en cuanto a la cantidad de 
alcohol que contienen? 

Y ¿Cuáles son las principales diferencias entre una cerveza. 
normal y una cerveza ligera (ale)? 


30.14 E LAS SETAS COMO FUENTE DE AL 


vaduras silvestres o bacterias en al ter- 
mentador. Después de aproximadamen- 
te tres días, la actividad disminuirá, 
puesto que los azúcares fermentables 
зе han agotado, En este momento, el ta- 
роп de goma y Іа manguera se ream- 
plazan por un синте de fermentación, 
que no es саго. El cierre de fermenta- 
ción, que puede adquirirse en cualquier 
tenda especializada, no sólo evita la 
contaminación, sino que al mismo iam- 
ро permite eliminar la pequeña cantidad 
бо gas que sigue producióndose, Se 
deja lormentar la cerveza de 7 a 10 días 
а una temperatura comprendida entre 
10C y 15C. 

3. Embotellado y envejecimiento (véase 
Figura 3). La termentación дебе produ- 
озо durante los 7 о 10 días completos, 
aun cuando la fermentación más enéf- 
ica haya cesado antes. Para entonces, 
la mayor parte de la lovadura deba ha- 
borso sedimentado өп ol tondo del tør- 
montador. Mediante la uilización de un 
sión, la cerveza so separa cuidadosa- 
mento de la capa de levadura y se pasa 
a botellas de vidrio. Hay que tener cub- 
dado de que la levadura que se encuen- 


Figura 3 


ЕХ tos setas como fuente 


de alimento 


te en el tondo del termentador по se re- 
vuelva y quede en el fondo el líquido rico 
өп levadura, Las botefas utiizadas de- 
ben admitir los tapones de corona es- 
"ёла, que deberán ser nuevos y impios 
өп cada utilización. Antes de poner d- 
cho tapón, зө añaden wes cuartas partes 
Че cucharadita (pero no más) de jarabe 
де maiz a cada botella de 350 о 465 mi. 
Una voz cerradas las botelas, se invier- 
on para que se mezcle el azúcar del ja- 
rabe у a continuación, se deja que la cer- 
veza envejezca a temperatura ambiente 
у өп posición vertical, al menos durante 
чп periodo comprendido antra 7 y 10 
las. Una vez inaizado este periodo de 
“arvejecimiento, la cerveza puede aima- 
cenarse а una temperatura más tria. 


Todas las cervezas caseras tenen un se- 
dimento de levadura natural өп el tondo de la 
botella, La corvaza mejorará su calidad si зе 
беја que envejozca durante varias semanas. 
Ое hecho, el envejecimiento hace que la cer- 
voza ses más suave. Utilizando el mismo 
equipo básico de producción, pueden tabri- 
carse varios tipos de cerveza, cada uno con 
ви sabor y carácter distintivo (а cita biblio- 
gráfica incluida en la nota a pie de página 
Contiene algunas recetas de cerveza). Las 
сегувгаз oscuras, que por io general con- 
Nenen más alcohol que las cervezas más 
caras, requieran más тайа para su produc- 
¿ción y suelen tabricarse a partir da una com- 
binación de diferentes тайа, como las que 
зе obtienen de variedades más oscuras de 
cerëales o de las que se han tostado para 
сагатейгаг los azúcares y conseguir un co- 


Jor más oscuro. Un estilo tipico de cerveza 
ligera americana (véase Figura 4, а la iz- 
qulerda) contiene un 3,5% de alcohol (en vo- 
lumen), mientras que la cerveza oscura del 
tipo Munich contiene un 4,25% y la cerveza 
fuerte (dock), un 5%. 

La tendencia ala sIndividualización» de la 
cerveza puede comprobarse по sólo en al 
número creciente de fabricantes caseros de 
Cerveza, sino en el hecho de que las princi- 
palos fabricas de cerveza de los Estados Uni- 
боз están notando cada vez más la compa- 
tencia de nuevas fábricas, generalmente muy 
pequeñas, que reciben в! nombre de mé. 


ras, los productos tienen su propio carácter 
distintivo y atractivo local. Parto de ostas di- 
oroncias se deba, probablemento, a la os- 
оома más pequeña a la que se realiza la ta- 
bricación, pero también, sin duda, al uso de 
ingredientes, agua, cepas де lavadura y tom- 
pos de fabricación distintos. 


үч 


Figura 4 


Crecimiento comercial de las setas 
La seta que se comercializa en más partes del mundo es 


Agaricus bisporus, que generalmente se cultiva en granjas 


de setas. El microorganismo se cultiva en lechos 


Algunos tipos de hongos representan fuentes de alimentos 
para el hombre y, de ellos, los más importantes son las se- 
tas. Las setas son un grupo de hongos filamentosos que for- 
man grandes estructuras comestibles denominadas cuer- 
pos fructíferos (véase Figura 3025). El cuerpo fructífero se 
conoce por lo general con el nombre de seta, y se forma gra- 
cias a la asociación de un gran número de hifas individua- 
les que forman un micelio. De todos modos, en la Sección 
14.10 ya describimos la biología básica de las setas. 


les, generalmente en edificios en los que la humedad y la 
temperatura se controlan de un modo muy estricto (véase Fi- 
gura 30.258). Los lechos se preparan mezclando suelo con 
un material muy rico en materia orgánica, como puede ser 
el estiércol de caballo y, a continuación, se inoculan con el 
micelio de la seta. El micelio es en realidad un cultivo puro 
del hongo que se ha cultivado en grandes frascos sobre un 
medio rico en componentes orgánicos. En el lecho, el mi- 
celio crece y se extiende por el sustrato y, al cabo de varias 


а 


TARDES Procucción industrial de setas. (a) Vista cercana de un brote de setas. (Б) Vista cercana de la seta shiitake. _ 


semanas, está listo para el siguiente paso, que consiste en la 
inducción de la formación de setas. Esto se consigue aña- 
diendo a la superficie del lecho una capa de suelo denomi- 
nada cubierta. El aspecto de las setas en la superficie del le- 
cho se llama brote (véase Figura 30250) y, cuando brotan las 
setas, deben recolectarse inmediatamente, mientras aún es- 
tán frescas, 

Otra seta ampliamente cultivada es el shiitake, Lentí 
пиз edulus. Esta seta, que es la más ampliamente cultivada 
еп el Lejano Oriente, está ampliando su demanda en la ac- 
tualidad en los Estados Unidos, El shiitake es un hongo que 
digiere la celulosa, que crece bien en árboles de madera 
dura y que se cultiva sobre pequeños troncos (véase Figura 
3025). Los troncos se sumergen en agua para tratarlos y, 
а continuación, se inoculan insertando trozos de micelio en 


Preguntas de repaso 


los pequeños orificios que se han practicado en ellos. El 
hongo crece por todo el tronco y, transcurrido aproxima- 
damente un año, forma una floración de cuerpos fructife- 
ros (véase Figura 30.250). Mucha gente considera que el shii- 
take es más sabroso que Agaricus bisporus y, por esta razón, 
su precio aumenta cada vez más, 


/__30.14 Revisión de conceptos 


El alimento más importante que se produce a partir de micro- 
organismos es la seta, que se produce no por su proteína, sino 
por su aroma 


Y ¿Porqué se considera que las setas son microorganismos? 
¿Qué es un brote de seta? 


1. ¿En qué se diferencian los microorganismos indus- 
triales de los microorganismos convencionales”, ¿en 
qué son similares? 

2. Describa algunas de las técnicas que se pueden utilizar 
para mejorar las cepas de los microorganismos indus- 
tríales. 

3. Cite tres tipos principales de productos industriales 
que puedan obtenerse con microorganismos y dé dos 
ejemplos de cada uno de ellos. 

4. Dé un ejemplo de un compuesto químico a granel pro- 
ducido por un microorganismo y describa breve- 
mente el proceso mediante el que se fabrica dicho 
producto. 

5, Compare y señale las diferencias entre los metabolitos 
primarios y los metabolitos secundarios, y dé un ejemplo 

de cada uno de ellos. Incluya al menos dos explica- 

ciones de las bases moleculares por las que algunos 
metabolitos son secundarios en vez de primarios. 

¿En qué se diferencia un fermentador industrial de un 

matraz de cultivo de laboratorio? 


6 


7. Describa los problemas que se presentan en el escala- 
do desde el punto de vista de la aireación, la esteiliza- 
ción y el control del proceso. ¿Por qué es tan importante 
la estabilidad en un fermentador industrial? 

В. Cite tres antibióticos que sean importantes desde el 
punto de vista industrial. Рага cada uno de estos an- 
bióticos, indique el microorganismo que lo produce, 
la estructura química general y el modo de acción. 

9. Compare y señale la diferencia entre la producción de 
antibióticos f-lactámicos naturales, biosintéicos y semi- 
sintéticos. 

10. ¿Qué metal hay que añadir al medio de fermentación 
Рага mejorar drásticamente la producción de vitami- 
nas Bu? 

1. ¿Qué características inusuales debe tener un microor- 
Banismo para producir en exceso y secretar un ami- 
noścido como la lisina? 

12. Defina en qué consiste la bioconversión microbiana y dé 
un ejemplo, Explique las razones por las que las reac- 
ciones químicas implicadas en las bioconversiones mi- 
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crobianas se realizan más veces por métodos micro- 
bianos que por métodos químicos. 

13. Cite tres tipos diferentes de enzimas que se produz- 
can comercialmente. Para cada una de estas enzimas, 
indique el microorganismo que se utiliza en su pro- 
ducción comercial, la acción de la misma y la forman 
en la que ésta se utiliza en el comercio, 

14. Describa qué es el sirope rico en fructuosa, indique cómo 
se produce y explique para qué se utiliza en la indus- 
tria alimentaria. 

15. ¿Qué son las extremozimas?, ¿qué usos industriales 
tienen? 


Ejercicios prácticos 


16. Incluya dos razones por las que los fermentadores de 
acero inoxidable se utilizan en la producción indus- 
trial de ácido cítrico. 

17. ¿Por qué tienen las levaduras tanta importancia in- 
dustrial? 

18. ¿En qué se parece la fabricación de la cerveza a la fa- 
bricación del vino?, ¿en que se diferencian estos pro- 
cesos? ¿En que se diferencia la producción de bebidas 
alcohólicas destiladas de la de cerveza o vino? 

19. ¿Qué parte de la seta se consume normalmente como 
comida? ¿Qué hay dentro de esta estructura? 


1. Como investigador de una empresa farmacéutica, le 
han asignado la tarea de encontrar y desarrollar un an- 
tibiótico que sea eficaz frente a un nuevo patógeno 
bacteriano, Describa el plan que seguiría para desa- 
rrollar este proceso, desde el aislamiento de un mi- 
eroorganismo productor con bajo rendimiento hasta 
la producción industrial del nuevo antibiótico con alto 
rendimiento. 

2. Una botella a medio consumir de un vino tinto sorgá- 
nico» (que no contiene conservantes) se vuelve а ta- 
par y ве almacena refrigerada durante dos meses, Al 
probar el vino de nuevo, nota un sabor amargo dis- 
tinto, que hace que el vino no ве pueda beber. Utili- 
zando la información presentada en este capítulo y en 
la Sección 12.8, describa (a), el proceso mediado por 


microorganismos que ha tenido lugar en el vino y (b), 
un método sencillo por el que este proceso podría ha- 
berse evitado. 

3. Supongamos que desea producir gran cantidad del 

aminoácido fenilalanina para utilizarlo en la produc- 

«ción del edulcorante aspartamo. El microorganismo su- 
perproductor que desea utilizar no está sujeto a inhi- 
bición por retroalimentación por fenilalanina, pero está 
sometido a una represión típica de las enzimas de la 
biosíntesis de la fenilalanina por un exceso de la mis- 
ma. Aplicando los principios de la regulación de las 
enzimas estudiados en el Capítulo 8, describa dos cla- 
ses de mutantes que podría aislar para superar este 
problema y explique las lesiones genéticas que ten- 
drian cada uno de ellos, 
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Biotecnología uso de organismos vivos para 
levar a cabo procesos químicos concretos 
destinados a la aplicación industrial 

Clonación molecular aislamiento e incor- 
poración de un fragmento de DNA dentro. 
е un vector en el que puede replicarse 

Gen indicador gen incorporado a un vector 
porque el producto que codifica resulta 
fácil de detectar 

Huella dactilar del DNA uso de técnicas de 
la ingeniería genético para determinar el 
origen del ОМА en una muestra de tejido 

Ingeniería genética uso de técnicas in vitro 
para conseguir el aislamiento, la manipu- 
lación, la recombinación y la expresión del 
DNA, asî como рага desarrollar organismos 
genéticamente modificados 

Organismo genéticamente modificado 
(ОМО) organismo cuyo genoma ha sido 


modificado utilizando métodos de la inge 
nieria genética. El acrónimo GM también 
se utiliza en construcciones tales como co 
sechas GM y alimentos GM 

Organismos transgénicos plantas o an- 
males que incorporan de forma estable 
DNA clonado que ha sido introducido der- 
tro de ellos 

Plásmido Ti plásmido que está en especies 
Че Agrobacterium capaz de transferir genes. 
desde las bacterias a Las plantas. 

Sonda de ácido nueleico cadena de ácido 
'nuclelco que se puede marcar y utilizar 
para formar un híbrido con una molécula 
complementaria procedente de una mez- 
cla de otros ácidos nucleicos. 

T-DNA segmento del plásinido T de la bacte- 
ria Agrobacterium que se transfiere a las cê 
Halas vegetales 


Terapia génica tratamiento de una enfer- 
medad causada por la disfunción de un 
gen, que consiste en la introducción de una 
copia correcta de dicho gen 

Traducción inversa proceso mental que 
consiste en utilizar una tabla de codones y 
la secuencia de una proteína con el fin de 
obtener la posible secuencia del mRNA o el 
gen que сойсо dicha proteína. 

Vector de expresión vector de clonación 
que contiene las secuencias reguladoras ne 
cesarias para permitir la transcripción y la 
traducción de genes clonados. 

Vector de Integración vector de clonación 
que se integra en el cromosoma de un hos- 
pedador 

Vector lanzadera vector de clonación que 
puede replicarse en dos o más hospedado- 
те distintos 


[ a biotecnología es el uso de organismos vivos 

para llevar a cabo procesos químicos concretos 
destinados a la aplicación industrial o comercial. En este 
sentido, la biotecnología no sólo se refiere a las ramas de 
la microbiología industrial que se describieron en el Ca- 
pítulo 30, sino a muchos gtros sectores. Sin embargo, el 
uso que se hace en la actualidad de la palabra «biotecno- 
logía» implica que el organismo que se ha utilizado para 
llevar a cabo el proceso ha sido manipulado mediante téc- 
nicas genéticas in vitro, tales como las que se describieron 
еп el Capítulo 10, > 

Estas técnicas permiten aislar, manipular y secuenciar 
«1 DNA, así como controlar la expresión del mismo. En el 
Capítulo 5 vimos la forma en la que estas técnicas pueden 
utilizarse para examinar genomas enteros. El uso de estas 
técnicas in vitro y, en particular, la clonación molecular 
(vénse Sección 10.14), que dan lugar a organismos genética- 
mente modificados, recibe con frecuencia el nombre de in- 
вепіегіа genética. En los Capítulos 10 y 15 nos dedicamos 
fundamentalmente a los usos que se hacen de estas técni- 
cas en la investigación básica. Sin embargo, la ingeniería 
genética también ha encontrado aplicaciones prácticas muy 
importantes que incluyen, por ejemplo, el desarrollo de 
cultivos microbianos capaces de producir valiosos pro- 
ductos, tales como insulina humana, hormona humana 
del crecimiento, interferón, diversas vacunas y enzimas 
industriales, En este capítulo describiremos algunas de las 
muchas aplicaciones posibles que tiene la ingeniería ge- 
nética. 


1 TÉCNICAS DE LA INGENIERÍA 
GENÉTICA 


Las técnicas básicas de la ingenieria genética son también 
las técnicas básicas de la genética microbiana moderna. La 
mayor parte de ellas quedaron expuestas en el Capítulo 10 
(véanse Secciones 10.12 a 10.18). La genómica y la bioinfor- 
mática también han empezado a desempeñar un papel muy 
importante en la biotecnología (véase Sección 15.6). No po- 
demos incluir aquí todas estas técnicas, pero podemos re- 
sumir algunos de sus principios fundamentales. Además, 
ampliaremos la descripción de algunas de las técnicas que 
guardan una relación más directa con la biotecnología. 


La mayor parte de la ingeniería genética se basa en la clo- 
ación molecular (ese Sección 10.8) En la clonación mole 
cular, un fragmento de DNA procedente de prácticamente 
cualquier tipo de elemento genético compuesto de un DNA. 
bicatenario se recombina con un vector y se introduce en un 

adecuado. Los vectores de clonación que se uti- 
lizan con más frecuencia incluyen los plásmidos y los bac- 
teriófagos (vémse Secciones 10.15 y 10.16). La clonación mo- 
lecular se desarrolló cuando se empezaron a comprender 
mejor ciertos. dela genética molecular. Además, en 
muchos casos, la aplicación biotecnológica específica no sólo 
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depende de la capacidad para identificar y clonar un gen, 
sino también de la manipulación que se haga de la expresión 
del gen para producir, identificar y purificar la proteína, 


k 


4. 


ШШЕ ЕЕ ото de los procesos tunda- 


mentalas de la ingoniería genética. 


Los siguientes avances, cuyas relaciones se esquemati- 
zan en la Figura 31. 
del; 


han sido esenciales para el desarrollo 
geniería genética. 


Química del DNA: desarrollo de procedimientos para 
aislar, secuenciar y sintetizar el DNA (véase Sección 
10.13). 


Enzimología del DNA: descubrimiento de endonu- 
cleasas de restricción, DNA ligasas y DNA polimera- 
sas (véanse Secciones 7.5 y 10.12). 


Replicación del DNA: comprensión de los mecanis- 
mos de replicación del DNA, así como de la impor- 
tancia de los vectores de clonación de DNA que son ca- 
paces de realizar una replicación independiente y del 
desarrollo de la reacción en cadena de la polimerasa 
(véanse Secciones 7.5 a 7.7 y 10.15 a 10.17). 


Plásmidos y conjugación: descubrimiento de los plás- 
midos, y determinación de los mecanismos por los que 


éstos se replican y de la forma en la que algunos de 
ellos pueden transferirse de una célula a otra mediante 
conjugación (véanse Secciones 10.8 y 10.9). 


Bacteriófago atemperado: conocimiento de la forma 
en la que la replicación y la integración se controlan en 
bacteriófagos atemperados y del modo en el que se 
forman fagos en la transducción especializada (оёте 
se Secciones 9.10 y 107) 


Transformación: descubrimiento de métodos para in- 
troducir DNA libre en las células (véase Sección 10.6), 


Química y enzimología del RNA: comprensión de la 
forma en la que se trabaja con el RNA mensajero, así 
сото del modo en el que se construye el mRNA eu~ 
cariótico, y de la importancia del procesamiento del 
RNA en la formación de mRNA eucariótico maduro 
(véase Sección 7.12). 


Transcripción inversa: descubrimiento de la enzima 
transcriptasa inversa en retrovirus y su desarrollo como 
medio para transcribir información desde el mRNA 
al DNA (véanse Secciones 9.12 y 16.14) 
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mprensión de los factores implicados 
en la regulación de la transcri incluido el des- 
cubrimiento de sitios del promotor y control del 
rûn (véanse Secciones 7.8 a 7.11 y Capítulo 8). 

10. Traducción: conocimiento de los pasos implicados en 
la traducción, así como de la importancia de los sitios 
Че unióna los ribosomas del mRNA, del papel desem- 
peñado por el codón de iniciación y de la importancia 
Че un marco de lectura apropiado (véase Sección 7.15). 

11. Química de las proteínas: desarrollo de métodos para 
aislar, purificar, valorar y secuenciar las proteínas. 

12. Secreción y modificación postraduccional de las pro- 
leinas: conocimiento del mecanismo mediante el que 
зе forman proteínas con secuencias señal que se eli- 
minan durante o después de la secreción (обаве Sec- 
ción 7.16). Descubrimiento de otros tipos de modifi- 
cación postraduccional de proteínas. 

13. Código genético: esclarecimiento del código genético y 
determinación de que era el mismo en casi todos los or- 
ganismos, aunque ciertos codones se utilizaron con me 
nos frecuencia en unos que en otros (véase Sección 7.13). 


Y 31,1 Revisión de conceptos 


Las técnicas de la ingeniería genética se basan en descubri- 
mientos fundamentales en los sectores de la genética molecu- 
lar y la bioquímica, El éxito de la ingeniería genética depende no 
sólo de la capacidad para llevar a cabo una clonación molecu- 
lar, sino también del conocimiento que se tenga de los meca- 
nismos de replicación, transcripción y traducción. 


Y ¡Qué es un vector de clonación? 


+ Qué enzimas se encuentran implicadas en la técnica cono- 
cida como PCR? 


|212 | Hospedadores para vectores 
de clonación 


Cuando presentamos las técnicas genéticas in vílro en el 
Capítulo 10, nos referimos sobre todo al análisis genético 
de Bacteria, El objetivo era, pues, comprender el organismo 
objeto de estudio. Frente a esto, en la biotecnología se pre- 
tende utilizar la ingeniería genética para un fin comercial es- 
pecífico, como puede ser la producción eficaz de grandes 
cantidades de una proteina concreta, la creación de una 
nueva vacuna, o la introducción de un gen específico en 
una planta o un animal. En todos estos casos es esencial te- 
ner en cuenta el lospedador que va a utilizarse, pues tam- 
bién determinará la elección de un vector. 

Si lo que se desea es sólo obtener grandes cantidades de 
DNA clonado, las características ideales de un hospedador 
son el crecimiento rápido, la capacidad para crecer en un 
medio de cultivo barato, la ausencia de potencial nocivo o 
patógeno, la capacidad para absorber el DNA y la estabili- 
Чай en el cultivo. El hospedador debe disponer de las en- 
Zimas necesarias para permitir la replicación del vector. Los 
hospedadores más útiles para la clonación suelen ser mi- 
eroorganismos que crecen bien у de los que se tiene tanto 


la información genética como las herramientas necesarias 
para manipularlos genéticamente. Tal es el caso de las 
bacterias Escherichia coli y Bacillus subtilis, o de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae. No obstante, muchas cuestiones 
científicas básicas sólo se pueden responder si el DNA clo- 
nado puede ser devuelto a las especies del organismo a par- 
tir de los que se originó. Esto sucede sobre todo en los es- 
tudios que implican una regulación genética, Por último, 
sî el propio DNA recombinante va a utilizarse terapéutica- 
mente para tratar enfermedades humanas, el hospedador 
debe ser una persona humana. 


Hospedadores procarióticos 
Aunque la mayor parte de la clonación molecular se ha rea- 
lizado en Escherichia coli, existen algunos inconvenientes 
para utilizar este hospedador. Escherichia coli presenta cier- 
tos peligros en la producción a gran escala de productos 
derivados del DNA clonado, puesto que se encuentra en el 
tracto intestinal humano y las cepas del tipo silvestre son 
potencialmente patógenas. Por otro lado, incluso las cepas 
que no son patógenas producen endotoxinas que pueden 
contaminar los productos, lo que supone un grave incon- 
veniente para los fármacos inyectables. Por último, E. coli re 
tiene proteínas extracelulares en el espacio periplásmico, 
lo que dificulta potencialmente las labores de aislamiento 
y purificación. De todos modos se han desarrollado cepas 
de E. сой en las que se ha eliminado la mayor parte de es- 
los problemas. Аз y debido sobre todo al amplio conos 
miento que se tiene de su genética y de su bioquímica, E, coli 
sigue siendo el organismo de elección para la mayoría de 
Jos estudios de clonación. 

El organismo Gram positivo Bacillus subtilis también 
puede utilizarse como hospedador. В. subtilis по tiene po- 
tencial patógeno, no produce endotoxinas у secreta pro- 
teínas al medio. Aunque la tecnología para realizar una 
clonación en B. subtilis no está ni con mucho tan bien desa- 
rrollada como la de E. сой, se han desarrollado plásmidos 
y fagos aptos para la clonación, y la transformación es un 
procedimiento bien conocido en В. subtilis. Sin embargo, 
existen ciertos inconvenientes para la utilización de B. sub- 
filis сото hospedador de una clonación. Asî, la înestabilî- 
dad de los plásmidos sigue siendo un problema sin resol- 
ver, lo que hace que sea difícil mantener la replicación de 
los plásmidos durante muchas transferencias del cultivo. 
Además, el DNA foráneo no se mantiene bien en las célu- 
las de В. subtilis, por lo que con frecuencia el DNA clona- 
dose pierde de forma inesperada. En fin, la adaptación de 
una bacteria para su uso como hospedador en experimen- 
tos de clonación no siempre es sencilla. 

Con frecuencia, los organismos utilizados como hospe- 
dadores de clonación deben tener genotipos específicos para 
resultar eficaces, Por ejemplo, si el vector lleva el gen de la 
Bgalactosidasa (véanse Secciones 1016 y 15,1), el hospeda- 
dor debe tener una mutación que desactive este gen. Dado 
que M13 infecta sólo bacterias con pili F (véanse Secciones 
108 у 163), los hospedadores utilizados con vectores deri- 
vados de МІЗ contienen el plásmido F. Estos factores y otros, 
tales como la capacidad para seleccionar los transforman- 
tes, deben tenerse en cuenta siempre, independientemente 
Че si el hospedador es procariótico o eucariótico, 
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Hospedadores eucarióticos 

La clonación en microorganismos eucarióticos presenta algu- 
nos usos importantes, sobre todo cuando se trata de com- 
prender los detalles de la regulación genética en sistemas 
eucarióticos. La levadura Saccharomyces cerevisiae es el más 
conocido desde el punto de vista genético y se usa еп mu- 
chos ámbitos como hospedador de clonación. Se han de- 
sarrollado para la levadura algunos plásmidos vectores, así 
como diversos ҮАСз (véase Sección 15.1). 

Para muchas aplicaciones, sería deseable la clonación 
de genes en células de mamífero, Los sistemas de cultivo de 
células de mamífero pueden manipularse en ciertos aspec- 
tos del mismo modo que los cultivos microbianos y se uti- 
lizan ampliamente en las investigaciones sobre genética hu- 
mana, así como en estudios sobre el cáncer, enfermedades 
infecciosas y fisiología. 

Una de las ventajas más importantes que presenta el uso 
de células eucarióticas como hospedadores de clonación 
consiste en que ya poseen el RNA complejo y los sistemas 
de procesamiento postraduccional que se encuentran im- 
plicados en la producción de productos génicos en orga- 
nismos superiores, рог lo que no tienen que ser sometidos 
a ingeniería genética dentro del vector, como sucede cuan- 
do la fabricación del producto deseado se lleva а cabo еп un 
horpedados огои (el procesamiento postraduccio- 
nal, sobre todo, puede ocasionar ciertos problemas de clo- 
nación molecular; vénse Sección 31.5). 

Por otro lado, el uso de células humanas como | ا‎ ea 
dores presenta el inconveniente de que son caras y dificiles 
de producir a gran escala, Además, los niveles de expresión 
de los genes clonados suelen ser bajos. Las líneas de células 
de insectos son más sencillas de cultivar, por lo que se han 
desarrollado vectores a partir de DNA de virus que atacan a 
los insectos, a saber, los baculovirus (véase Sección 31.4). 

Por supuesto, para muchas aplicaciones es importante 
que el hospedador eucariótico sea una célula vegetal o una 
planta. De hecho, existe un gran número de aplicaciones 
рага plantas agricolas en donde se realizan experimentos 
genéticos (véase Sección 31.7), Es necesario que el hospeda- 
dor sea capaz de absorber el DNA. Ya hemos explicado an- 
teriormente la metodología que debe seguirse para lograr 
емо (vénse Sección 10.6), por lo que a continuación volve- 
remos nuestra atención а los hospedadores eucdtióticos. 


Transformación (transfección) de células 
eucarióticas 


Los microorganismos eucarióticos, y las células animales y 
vegetales pueden absorber DNA en un proceso que se pa- 
rece al de la transformación bacteriana. Como al hablar de 
células de mamiferos la palabra transformación se utiliza para 
describir la conversión de células en un estado maligno, a sa- 
ber, tumoroso о canceroso (véase Sección 9.11), a la intro- 
ducción de DNA en células de mamiferos se le ha dado el 
nombre de transfección (un término que tiene otro significa- 
do en los sistemas bacterianos; vénse descripción anterior). 

La transfección de células animales cultivadas se real 
zaba en un principio mediante la precipitación de DNA, de 
forma que las células lo absorbieran por fagocitosis (véase 
Sección 222), puesto que no tienen paredes celulares. En las 
levaduras, que representan un organismo muy importante 
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Ciertas células sucaríóticas. Los mecanismos internos del disparador 
muestran a forma өп la que los ácidos nucleicos, acoplados en perdk- 
gones de metal, se proyectan hacia las células objetivo. 


рага los estudios de ingenieria genética, la transfección de 
baja eficacia puede mediarse con diversos métodos que con- 
sisten en fomentar una competencia artificial. Sin embargo, 
al igual que ocurre en el caso de los procariotas, la electro- 
poración (véase Sección 10.6) se aplica cada vez más a todos 
los tipos de células eucarióticas y puede utilizarse indepen- 
dientemente de si se ha eliminado o no la pared celular. 

Además de la elect ración, se ha desarrollado un 
«arma» de microproyectiles a alta velocidad para incorpo- 
rar DNA a las células. Este original disparador de particu- 
las funciona en cierto modo сото un arma de fuego con- 
vencional, Un pequeño cilindro de acero que contiene una 
carga de pólvora se utiliza para disparar partículas recu- 
biertas de ácido nucleico a las células objetivo (Figura 31.2). 
Las partículas bombardean la célula y perforan las paredes 
y las membranas celulares, si bien sin aniquilar la célula re- 
almente. El ácido nucleico que entra en las células puede re- 
combinarse a continuación con el DNA hospedador. El dis- 
parador de partículas se ha utilizado con éxito para realizar 
transfecciones en levaduras, algas, una gran variedad de 
células vegetales, e incluso mitocondrias y cloroplastos. El 
arma de partículas resulta muy útil puesto que, a diferen- 
cia de lo que ocurre con la electroporación, puede utilizar- 
ве en tejido intacto, como son las semillas vegetales, Por úl- 
timo, en las células animales el DNA puede inyectarse en el 
núcleo utilizando micropipetas, con una técnica que recibe 
el nombre de microínyección. 


Y 31.2 Revisión de conceptos 


La clonación molecular requiere de una célula o un organismo 
que sirva como hospedador рага el DNA. En biotecnología, la 
selección de un hospedador depende de la aplicación final, En 
muchos casos, el hospedador puede ser un organismo ргоса- 
riótico, pero en otros es imprescindible que el hospedador sea 
eucariótico, Para servir como hospedador, es necesario que la 
célula о el organismo absorban DNA, y esto puede realizarse 
mediante una gran variedad de técnicas. 
4 ¿Por qué se necesita un hospedador para la clonación mo~ 
lecular? 
Y Describa tres mecanismos mediante los que las células pue- 
den absorber DNA. 
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Е 3squeda del cion idóneo 


La práctica dela ingeniería genética suele comenzar con el 
aislamiento de un clon que contiene el gen de interés. En un 
apartado posterior de este capítulo describiremos diversas 
clases de manipulación que pueden realizarse en este gen, 
dependiendo de la aplicación particular que vaya а desa- 
rrollarse con su uso. En este punto, comenzaremos tratan- 
do algunas de las formas que pueden utilizarse para iden- 
tificar el clon original, 

Para clonar el DNA puede utilizarse una gran variedad 
de métodos. Por ejemplo, es posible crear bibliotecas de ge 
nes (genotecas) a partir de un DNA genómico total (véase 
Sección 10.14), o simplemente clonar un fragmento de DNA 
mediante la PCR (vénse Sección 10.17). Por lo general, las 
clonaciones a partir de productos PCR se realizan cuando el 
gen de interés ya se ha identificado y el objetivo es tan sólo 
obtener un clon simple, Sin embargo, en una genoteca hay 
miles ө decenas de miles de clones y, por lo general, sólo 
uno о unos cuantos pueden ser el gen de interés. Hasta aho- 
та, hemos descrito las formas en las que pueden seleccio- 
narse los hospedadores que contienen un plásmido eligien- 
Чо un marcador del vector, como puede ser la resistencia а 
los antibióticos, de manera que sólo estas células formen co- 
опа» (vénse Sección 10.15), En el caso de las células hospe- 
dadoras que contienen un vector vírico, basta con buscar 
placas (véase Sección 10.16). También hemos descrito la for- 
ma en la que estas colonias o placas pueden examinarse para 
buscar vectores que contengan insertos de DNA foráneo me- 
diante la búsqueda de la inactivación de un gen del vector 
(véanse Figuras 10.42 y 15.1), Si se está clonando un solo frag- 
mento de DNA generado por la PCR o purificado median- 
te cualquier medio, estas simples elecciones o escrutinios 
deberían ser suficientes; sin embargo, si se está utilizando un 
conjunto muy heterogéneo de fragmentos de DNA, como 
sucede en la formación de genotecas, la identificación de las 
células que llevan el DNA cirado es tan sólo el primer paso. 
Es entonces cuando llega el gran reto: encontrar el clon que 
lleva el gen que interesa. Debe haber procedimientos para 
examinar las colonias de bacterias o las placas de células in- 
fectadas que están creciendo sobre placas de agar, así como 
рага detectar las pocas que contienen el gen de етв. El ob- 
jetivo de esta sección consiste en describir los métodos po- 
Sibles que pueden llevarnos a encontrar el clon idóneo. En 
primer lugar consideraremos la situación en la que el gen se 
expresa (es decir, en el que la proteína se sintetiza) en el hos- 
pedador de clonación, A continuación, veremos la situación, 
bastante habitual, en la que el gen no se expresa y es preci- 
so buscar el propio DNA. 


Siel gen foráneo se expresa (es decir, la proteína se sinteti- 
za) en el hospedador de clonación, puede utilizarse proce- 
dimientos para buscar la presencía de esta proteína en las 
colonias recombinantes. El hospedador de clonación по 
debe producir la proteína objeto de estudio, Si estamos bus- 
cando clones que expresen el gen, entonces estamos bus- 
cando las pocas colonias en las que esta proteína está pre- 
sente, Si la proteína es una de las que produce normalmente 


el hospedador de clonación, esto significa que el hospeda- 
dor debe de tener un defecto, es decir, una mutación en el 
gen de interés. En este caso, cuando el gen foráneo se in- 
corpora, la expresión de este gen foráneo puede determi- 
narse mediante complementación (véase Sección 10,10). Si se 
necesita esta función, puede seleccionarse un clon comple- 
mentario, lo que facilitará considerablemente el proceso. Es 
evidente que si el hospedador ya expresaba una proteína 
соп la misma actividad, habrá muchos antecedentes de esta 
actividad, por lo que no podrá detectarse la proteína pro- 
ducida a través del gen foráneo, Si la proteina no se pro- 
duce normalmente en la bacteria hospedadora, es posible 
que el hospedador tenga un defecto natural. En algunos ca- 
sos, estas actividades nuevas se expresan y pueden detec 
tarse. Un ejemplo patente es la clonación de luciferasa en Ёз. 
cherichia coli, que hace que las colonias que contienen dichos 
clones reluzcan en la oscuridad (véase Figura 8.20), 


Anticuerpos como método para 
detectar la proteína 
Si la proteína no tiene una función que pueda detectarse con 
facilidad, se necesita seguir un método distinto, que impli- 
са el uso de un anticuerpo como reactivo específico para la 
proteína de interés. En el Capítulo 22 hablamos de los anti- 
cuerpos y la inmunología. Como se recordará, un anticuerpo 
«э una proteína del suero producida por el sistema de un 
mamifero que se combina de un modo altamente específico 
соп otro proteina, a saber, el antígeno (véase Sección 224), En 
el caso que nos ocupa, la proteína del gen clonado es el an- 
tigeno, y esta proteína se utiliza para producir un anticuer- 
роеп un animal de experimentación, Como el anticuerpo se 
nbina de forma específica con el antígeno, cuando el an- 
tigeno está presente en una о más colonias de la placa, las 
ubicaciones de estas colonias pueden determinarse obser- 
vando la fijación del anticuerpo, Сото sólo una pequeña 
cantidad de la proteína (el antígeno) está presente en las co- 
lonias, sólo se fija una pequeña cantidad del anticuerpo, lo 
que significa que debe existir un procedimiento altamente 
sensible para detectar el anticuerpo fijado, En la práctica, 
esto se consigue utilizando un sistema que utiliza un agen- 
te radioactivo, un agente que transmite luz o un agente con 
una enzima especifica acoplada, La reactividad o la luz pue- 
den detectarse mediante una autorradiografía, utilizando 
una película para rayos X. Las enzimas que suelen utilizar- 
se con más frecuencia convierten un sustrato incoloro en 
uno de color, cuya observancia puede medirse con gran sen- 
sibilidad. De todos modos, en apartados anteriores ya hemos 
hablado de estas y otras técnicas extremadamente sensibles 
рага detectar antígenos (véanse Secciones 24.7 y 24.12), 
Téngase en cuenta que este método de detección implica 
un escrutinio o rastreo, y no una selección, lo que significa que 
es preciso examinar miles de clones, Éstos pueden incluir co- 
lonias que contengan plásmidos o placas con virus que pro- 
duzcan el producto clonado. Todo el procedimiento en su 
conjunto, utilizando plásmidos y una detección radiactiva, se 
esquematiza en la Figura 31.30, Como puede verse, el pro- 
cedimiento de réplica en placa (véase Figura 10.2) se utiliza 
para crear un duplicado de la placa patrón, pero la duplica- 
ción se hace sobre un filtro de membrana y todas las mani- 
pulaciones se hacen con ese filtro. Una vez que las colonias 
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IEEE Sisoueca del cion idóneo. (a) Método para detec- 
tar la producción de proteína mediante ві uso де un anticuerpo es- 
pecífico, (b) Método para detectar los clones recombinantes me- 
diante la hibridación de una colonia por una sonda radiactiva de 
ácido nucleico. Aunque ambas partes de la figura muestran un mé- 
todo de detección que implica el uso de radiactividad, hoy en día se 
están empleando muchos otros tipos de sistemas de detección no 
radiactiva. 


duplicadas han crecido, se lisan para liberar la proteína (an- 
tigeno) de interés (el escrutinio para ver la expresión en vec- 
tores fágicos elimina este paso, puesto que las bacterias ya es- 
tán lisadas). Acto seguido, se añade el anticuerpo y se deja 
que tenga lugar la reacción anticuerpo-antígeno, El anti- 
cuerpo no fijado se lava a continuación y, después, se añade 
un agente radioactivo que es específico para el anticuerpo, Se 
coloca sobre el filtro un trozo de película para rayos X y se 
deja expuesto, Si hay una colonia radiactiva, se observará 
una mancha al revelar la película para rayos X. La ubicación 
де esa mancha sobre la película corresponde a la ubicación 
en la placa patrón de la colonia que produce la proteína. Esta 
colonia puede tomarse de la placa patrón y cultivarse, 

Una de las limitaciones de este procedimiento consiste 
en que debe haber un anticuerpo que sea específico para la 
proteína en cuestión. Como ya vimos en el Capítulo 22, el 
anticuerpo puede producirse fácilmente inyectando la pro- 
teina (el antígeno) en un animal, pero la proteína inyecta- 
da debe estar pura; de lo contrario, se formará más de un 
anticuerpo. Por lo tanto, es preciso haber purificado pre- 
viamente la proteína. 


Sondas de ácido nucleico: búsqueda 
del gen en cuestión 
Supongamos que el gen no se expresa en el hospedador de 
clonación o que no existe ningún ensayo o anticuerpo para 
el producto génico, ¿cómo puede detectarse la presencia de 
éste en las colonias? El procedimiento más habitual consiste 
en utilizar una sonda de ácido nucleico que contenga una 
parte importante de la secuencia básica del gen de interés, 
Сото ya hemos visto anteriormente (véase Sección 10.12), la 
hibridación del ácido nucleico puede utilizarse como medio 
específico para detectar polinucleótidos con secuencias es- 
pecíficas. Tanto el DNA como el RNA pueden utilizarse como 
sonda. El método habitual consiste en marcar la sonda de 
ácido nucleico, a menudo con fosfato radioactivo, aunque 
cada vez se utilizan más las técnicas sin isótopos, que per- 
miten que una sonda monocatenaria se hibride con ácido nu- 
cleico monocatenario derivado del DNA clonado. Debido al. 
hecho de que el apareamiento se realiza entre las bases com- 
plementarias, dos polinucleótidos monocatenarios sólo se 
hibridarán si son complementarios en un alto porcentaje. 
En la Figura 31.3) se muestra la forma en la que una 
sonda de ácido nucleico puede utilizarse para detectar la 
presencia de DNA recombinante en colonias. El procedi- 
miento, denominado hibridación de colonias, hace uso de 
nuevo de la réplica en placa para producir un duplicado 
de la placa patrón sobre el filtro de membrana (este mismo 
procedimiento puede llevarse а cabo con vectores víricos 
transfiriendo las placas sobre una membrana). Las células 
del filtro se lisan para liberar el ácido nucleico, y para con- 
vertir el ОМА en una forma monocatenaria y fijarlo al fil- 
tro. Acto seguido, se trata este filtro con una sonda radiac- 
tiva de ácido nudleico (ya sea RNA о DNA) para permitir 
la hibridación y, tras eliminar el ácido nucleico radioactivo 
no fijado, el filtro se somete a una autorradiografía. Una 
vez revelada, la película para rayos X se examina para com- 
probar si hay manchas. En caso de haberlas, éstas corres- 
a las ubicaciones de la membrana en las que la 
sonda radiactiva se ha hibridado con DNA de una colonia 


314 а VECTORES ESPECIALIZADOS = 902 


concreta. Las colonias que corresponden a estas manchas 
se recogen a continuación para seguir estudiándolas. Se ha 
desarrollado una modificación de este procedimiento que 
evita el uso de la sonda radiactiva y tiene su ámbito de apli- 
cación en la microbiología química (véase Sección 24.13). 


И 31.3 Revisión de conceptos 


Se necesitan procedimientos especiales para detectar el gen foráneo 
enel hospedador de clonación. Si el gen se expresa, la presencia de 
la proteina en cuestión, que se detecta por su actividad o por su me- 
acción con anticuerpos específicos, es una prueba de que el gen 
estä presente, Sin embargo, si el gen no se expresa, su presencia 
puede detectarse mediante el uso de una sonda de ácido nucleico. 


+ ¿Depende el uso de sondas de acido nucleico de la expresión 
del gen? Explique este hecho, 

Y ¿Pot qué es necesario lisar células que contienen plásmidos 
соп el fin de detectar el producto del gen clonado? 


Si el propósito de la clonación de un gen consiste en conse 
guir un alto nivel de su expresión en un hospedador ade- 
cuado, basta con localizar una copia clonada del gen. Al igual 
que se han desarrollado vectores especializados para traba- 
jar con fragmentos grandes de DNA, tales como los cromo- 
Somas artificiales bacterianos y los cromosomas artificiales de 
levaduras (BACS y ҮАС», véase Sección 15.1), también se han 
desarrollado vectores especializados para su uso como he- 
rramientas específicas en el campo de la biotecnología. 

Por ejemplo, existen los vectores lanzadera, que permiten 
que el ОМА clonado se mueva entre organismos no relacio- 
nados. Un vector lanzadera es un vector de clonación que 
puede replicarse de forma estable en dos organismos distin- 
tos. Se han desarrollado vectores lanzadera que pueden re- 
plicarse tanto en el par forthado Escherichia coli y Bacillus sub- 
filis сото en el de Е. coli y la levadura, en el de E. coli y diversas 
células de mamíferos, y en muchos otros pares de organismos. 

Para muchos propósitos, los vectores de clonación que 
facilitan la expresión del DNA clonado son aún más impor- 
tantes que los vectores lanzadera, Los organismos tienen sis- 
temas reguladores complejos (vénse Capítulo 8), рог lo que 
podríamos esperar que muchos genes clonados no se expre- 
saran, al menos no de forma eficaz, en un forá- 
тео; sin embargo, este obstáculo puede salvarse mediante el 
uso de vectores de expresión. Un vector de expresión es un 
vector que no sólo puede utilizarse para clonar un gen de- 
scado, sino que además contiene las secuencias reguladoras 
necesarias para que la expresión del gen pueda someterse a 
la manipulación experimental. En la regulación de la expre- 
sión del gen existen muchos factores importantes, pero uno 
de los fundamentales es la regulación de la transcripción. 


Regulación de la 

de los vectores de expresión 

Опо de los elementos más importantes de un vector de ex- 
presión es un sistema que permita la transcripción del gen 
clonado. Por lo general, también es importante que la trans- 
cripción se controle de forma muy estrecha, Para niveles de 


expresión muy altos, es esencial producir altos niveles de 
mRNA. La región promotora es el sitio en el que ocurre por 
primera vez la fijación de la RNA polimerasa (véase Sección 
7.9). En el caso de las Bacteria, la región del DNA que se en- 
cuentra en torno a los nucleótidos 10 y 25 antes del comien 
zo de la iranscripción —las llamadas regiones —10 y -35— 
(osase Figura 7.27) resulta especialmente importante en el 
promotor. El promotor nativo del DNA clonado puede fun- 
Gionar de una forma muy débil o no funcionar en absoluto en 
el nuevo hospedador: Los promotores procedentes de euca- 
riotas y de otros procariotas funcionan de forma débil o по 
funcionan en absoluto en Escherichia сой. Incluso algunos pro- 
motores de Escherichia coli funcionan a niveles bajos en Es- 
cherichia coli debido a que sus secuencias no están cerca de la 
secuencia de consenso (wase Sección 7,9), Por esta razón, el 
vector de expresión debe contener un promotor que funcio- 
ne de forma eficaz en el hospedador y otro que se encuentre 
correctamente colocado, de forma que permita la transcrip- 
ción del gen clonado, Los promotores de Escherichia coli que 
se han utilizado en la construcción de los vectores de expre- 
sión incluyen lac (el promotor del operón lac), тр (el promo- 
tor del operón тр), tac y Ire (hibridos sintéticos de los promo- 
tores trp y lac), y lambda P, (la región izquierda del promotor 
lambda; véase Sección 9.10), Téngase en cuenta que estos pro- 
motores pueden regularse (véase Secciones 8.5 y 9.10). 

En casi todos los casos es muy importante ser capaz de 
regular la expresión del gen clonado; es decir, aunque nor- 
malmente es necesario producir niveles muy altos de mRNA 
(así como traducirlos), por lo general no se desea diseñar 
ип vector que permita que el gen se transcriba a altos nive- 
les en todas las ocasiones. Efectivamente, algunas proteínas 
que tienen un interés comercial significativo resultan tóxicas 
рага el hospedador, por lo que puede ser importante que el 
gen no se transcriba en absoluto en las primeras etapas de 
crecimiento del cultivo. La situación ideal consiste en ser ca- 
paz de hacer crecer el cultivo que contiene el vector de ex- 
presión hasta obtener una gran cantidad de células, cada 
una de las cuales contenga un gran número de copias del 
vector para, a continuación, modificar la expresión en todas 
las copias al mismo tiempo mediante la manipulación del in- 
terruplor regulador. Por lo tanto, la transcripción necesita 
regularse de una forma muy estrecha. 

Enel Capítulo 8 presentamos los controles reguladores de 
la expresión del gen. Recuérdese la importancia esencial que 
tenía el sistema represor-operador a la hora de regular la 
transcripción génica (nase Sección 8.5). Un represor fuerte 
puede bloquear completamente la sintesis de las proteínas 
que tiene bajo su control uniéndose a la región del operador. 
La función del represor puede detenerse en el momento que 
se desee añadiendo un inductor, lo que permitirá la trans- 
eripción de los genes controlados por el operador, 

Para que el sistema represor-operador funcione como 
un interruptor regulador de la producción de una proteína 
foránea, el vector de expresión debe contener el operador 
controlado рог el represor al que está unido el gen clonado. 
Esto permite la disposición adecuada de la secuencia de los 
elementos genéticos: promotor-operador-sitio de unión del 
ribosoma-gen estructural, de manera que tenga lugar una 
transcripción y una traducción eficaces. En la mayor par- 
te de los casos, el operador y el promotor se corresponden 
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entre sí (por ejemplo, el operador lac se utiliza con el pro- 
motor lac), si bien esto no ocurre en todos los casos. Así, se 
puede construir fácilmente un vector que contenga el pro- 
motor frp bajo el control del operador lac. 

En los vectores que usan el operador lac, el promotor se 
ропе en funcionamiento mediante inductores, tales como la 
lactosa о los f galactósidos relacionados (véase Sección 8.5). 
De este modo, el crecimiento de la célula y la síntesis de las 
proteínas pueden ponerse en fase haciendo que el creci- 
miento transcurra en ausencia de un inductor hasta conse- 
guir una densidad de células adecuada y, a continuación, 
añadiendo un inductor para llevar a cabo la síntesis de las 
proteínas deseadas. Si el vector contiene un gran número de 
copias de la célula (véase Sección 10.8), el nivel normal del 
represor codificado por el gen cromosómico puede no ser 
adecuado para evitar que el promotor funcione. La Figura 
31.4 muestra un vector de expresión que utiliza el promo- 
tor tre bajo el control del operador lac (lacO). Este plásmido 
también contiene una copia del gen lac! que codifica el re- 
presor Шс. El nivel del represor de la célula que contiene 
este plásmido resulta suficiente para impedir la transcrip- 
ción del promotor tre hasta que se añada el inductor. 


БИ Vona genético parcial del vector de expresión pSE420. 


Este vector es comercializado por Invitrogen Corp., una empresa dedi- 
сада а la ingeniería genética. Е sitio múltiple de clonación (polylinker) es. 
чп sitio que contiene secuencias distintas de reconocimiento de enzi- 
mas de restricción, lo que tiene por objeto faciitar la clonación (ивазе 
Sección 10.15). Esta región (y el gen cionado) seria transcrita por al pro- 
motor tc, que se encuentra inmediatamente encima del operador lac 
(асо) Inmediatamente encima del sitio mútiple de clonación зе en- 
cuentra una secuencia que cocífica un sitio Shine-Dalgarno que tiene el 
MRNA resultante (ydase Sección 7.15), Debajo del sitio múltipe de cio- 
nación hay dos terminadores de transcripción (Т1 y T2). E plásmido tam- 
bién contiene el gen fac, que codifica el represor ac, y un gen que con- 
fere resistencia al antibiótico атріойла. Estos dos genes se encuentran. 
bajo sl control de sus propios promotores, que по sa muestran. 


Controles de transcripción de bacteriófagos 
Los vectores que utilizan el promotor P, del bacteriófago 
lambda (y el operador correspondiente O, ) están controla- 
dos porque tienen el represor de la proteína de lambda еп 
la célula (véase Sección 9.10). Por lo general, el represor 
lambda está codificado por un gen mutante (que lleva el 
vector o un profago del hospedador) y es sensible a la tem- 
peratura. Al elevar la temperatura del cultivo al valor ade- 
cuado (generalmente entre 8°C у 10°С por encima de la 
temperatura de crecimiento), el represor lambda se desac- 
tiva y comienza la transcripción a partir de Р. 

En algunos casos, el sistema de control utilizado puede no 
ser una parte habitual del hospedador en absoluto. Un ejem- 

lo excelente de esto es el uso del promotor y de la RNA po- 
Каана да baciriólago 17 como sistema regulador de un 
vector de expresión. Cuando T7 infecta Escherichia coli, codi- 
fica su propia RNA polimerasa, que reconoce únicamente 
promotores de 17 у, por lo tanto, bloquea la transcripción 
del hospedador (ase Sección 16.4). En los vectores de ex- 
presión es posible colocar la expresión de los genes clonados 
bajo el control de un promotor de Т7. Sin embargo, cuando 
se hace esto, es necesario utilizar ingeniería para introducir 
también en el plásmido el gen de la RNA polimerasa de Т7; 
esta última se coloca bajo el control de un promotor que se 
regula fácilmente, como puede ser el del fago lambda о el de 
lac. La expresión del gen o los genes clonados se produce 
poco después de activar la transcripción de la RNA 
rasa de Т7. Como sólo reconoce promotores de T7, 
genes clonados; 
Dado que ese 
sistema es tremendamente potente y específico, а inducción 
del sistema formado por el promotor y la RNA polimerasa de 
T7 hace que el hospedador deje de crecer. 

Además de un promotor fuerte que pueda regularse, la 
mayor parte de los vectores de expresión contiene un ter- 
'múnador de transcripción eficaz. De esta manera se impide 
la transcripción del vector completo, puesto que esto po- 
dria interferir en la estabilidad del vector. El vector de ex- 
presión que se muestra en la Figura 31.4 tiene terminado- 
res de transcripción fuertes para detener la transcripción 
que tiene lugar debajo del gen clonado, Además, la estruc- 
tura secundaria de algunos terminadores de transcripción 
parece aumentar la estabilidad del mensaje (ease Sección 
7.10). Así, no sólo es importante crear grandes cantidades 
de mRNA a partir del gen clonado, sino también garantizar 
que este mRNA es lo más estable posible. 


Traducción del gen clonado 

Los vectores de expresión también deben diseñarse de tal 
forma que se garantice que el mRNA producido se traduz- 
са de forma eficaz. Con el fin de sintetizar una proteína а 
partir de un mRNA, es esencial que los ribosomas se unan 
еп el sitio correcto y empiecen a leer en el marco correcto. 
En los procariotas, esto se logra cuando el mRNA tiene un 
sitio de unión de los ribosomas (la secuencia de Shine-Dal- 
gamo) (véase Sección 7.15) y, cerca de él, un codón de ini- 
ciación. Los sitios de unión de los ribosomas que hay en las 
bacterias no se encuentran en los genes eucarióticos y, por 
ello, es imprescindible que la región bacteriana este pre- 
sente en el vector si se desea obtener altos niveles de ex- 
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presión genética. Una vez más, el vector mostrado en la Fi- 
gura 3LA tiene este sitio. Para que se produzca un adecua- 
da unión a los ribosomas, es necesario que exista una dis- 
tancia adecuada entre el sitio de unión del ribosoma y el 
codón de iniciación de la traducción. Si estos sitios están 
demasiado cerca o demasiado separados, el gen se produ- 
cirê con baja eficacia. En algunos casos, el codón de inicia- 
ción del gen que va a clonarse forma parte del vector de ex- 
presión. Resulta curioso que la traducción sea a veces más 
eficaz si el gen clonado es el segundo gen en un mRNA bi- 
cistrónico, fenómeno que recibe el nombre de acoplamiento 
traduccional. El gen que se encuentra arriba codifica con fre- 
cuencia un péptido pequeño, que se degrada con rapidez. 

Con frecuencia, es preciso hacer ajustes para garantizar 
una traducción eficaz después de que el gen haya sido clo- 
nado. Por ejemplo, es importante que el sitio de Shine-Dal- 
garno citado antes no se encuentre en una región de es- 
tructura secundaria, pero esto no siempre puede predecirse 
antes de conocer la secuencia del gen clonado. En fin, el uso 
de codones presenta dificultades en algunos casos. 

Existe más de un codón para la mayor parte de los vein- 
te aminoácidos (wuse Tabla 7.3), y algunos codones se uti- 
lizan con más frecuencia que otros. Esta preferencia puede 
variar considerablemente de unos organismos a otros. El 
uso de codones depende en parte de la concentración del 
ЧАМА adecuado que haya en la célula. Por lo tanto, un gen 
cuyo patrón de uso de codones sea considerablemente dis- 
tinto del que presenta el nuevo hospedador se producirá 
probablemente con poca eficacia. La inserción de los codo- 
nes apropiados también es difícil en este caso, puesto que 
habría que cambiarlo en todas las ubicaciones del gen. De 
todos modos, en саво necesario esto puede realizarse utili- 
zando DNA sintético y mutagénesis dirigida (véase Sec- 
ciones 10.13 y 10.18) para crear un gen más en consonancia 
con los patrones de uso de los codones del hospedador. 

Por último, sí el gen clonado contiene intrones (véase 
Sección 7,12), no será posiblg. construirla proteína correcta 
si el hospedador es un organismo procariótico. También en 
este caso el problema puede corregirse mediante el uso de 
DNA sintético o mutagénesis dirigida, aunque existen otros 
métodos para crear genes sin intrones (véase Sección 31.5). 


Vectores eucarióticos 
Hasta ahora nos hemos referido a los vectores que se repli- 
сап en Bacteria, Sin embargo, con frecuencia resulta desea- 
ble clonar y expresar genes en eucariotas. También aquí exis- 
te una gama de vectores de clonación más o menos amplia. 
En un capítulo anterior describimos brevemente el uso 
de vectores de clonación de YAC de la levadura Saccha- 
romyces cerevisiae para clonar fragmentos de DNA muy 
grandes (véase Sección 15.1). Sin embargo, también existen 
muchos otros vectores para realizar la clonación en las le- 
vaduras, La levadura es uno de los pocos eucariotas que 
tiene un plásmido, denominado círculo de 2 micrones (cir- 
culo de 24) debido a su tamaño, en el que están basados 
muchos vectores de levadura, Aunque la levadura es un 
organismo extremadamente útil tanto para los estudios de 
genética como para las aplicaciones comerciales, con fre- 
cuencia es útil utilizar otros eucariotas como hospedado- 
res de un DNA clonado, Asi, se han desarrollado vectores 


de clonación para muchos eucariotas diferentes, que inclu- 
yen algunas plantas (véase Sección 31.7). 

La mayor parte de los vectores utilizados en los euca- 
notas suj son vectores víricos, El virus SV40, con 
DNA (véase Sección 16.10), un virus que causa tumores en 
primates, se ha desarrollado como vector de clonación en li- 
neas de cultivos de tejido humano. Se han desarrollado de- 
rivados del SV40 que no provocan tumores para clonar ge- 
nes de mamíferos y, además, para conseguir la expresión 
de estos genes. De esta manera, el SV40 y otros vectores de 
donación de mamíferos están resultando muy útiles para 
comprender los mecanismos implicados en la expresión ge- 
nética de estos organismos complejos. 

Existen vectores de mamíferos que utilizan adenovirus 
(véase Sección 16.13) y virus de la vacuna (véase Sección: 16.12) 
Los vectores de los virus de la vacuna se han usado en el 
desarrollo de nuevas vacunas (обве Sección 31.6). Además, 
también se ha desarrollado una gran variedad de vectores 
Че expresión eucarióticos, que son fundamentalmente de 
dos clases. Una de ellas está diseñada para producir una 
proteína concreta para fines comerciales. Los vectores de- 
rivados del baculovirus, un virus con DNA дие se replica en 
las células de los insectos, pueden utilizarse para producir 
grandes cantidades de productos de genes clonados. 

Por otro lado se han desarrollado vectores de expresión 
que permiten que el gen clonado se mantenga estable y se 
exprese en un organismo o un tejido, Estos vectores de in- 
tegración presentan, evidentemente, un nulmero de copias 
muy reducido (por lo general, una copia рог, y se 
han desarrollado en eucariotas que abarcan desde la leva- 
dura hasta las células de los mamíferos, así como en algu- 
nos procariotas. Los vectores de integración presentan usos 
en la investigación básica y en aplicaciones tales como la 
terapia génica (vénse Sección 31.8). Los retrovirus (uénmse Sec- 
ciones 9.12 y 16.14) pueden utilizarse para introducir ge- 
nes en células de mamíferos, puesto que estos virus se re- 
plican a través de una forma de DNA que queda integrada 
en el cromosoma del hospedador. 


Genes indicadores 

Al igual que existen vectores especializados para ciertas 
aplicaciones, también existen genes o porciones de genes 
especializados que resultan útiles en la ingeniería genéti- 
са. Ya hemos visto la forma en la que algunos promotores 
y operadores pueden utilizarse en la construcción de vec 
tores de . También hemos descrito la utilidad de 
tener el sitio de clonación dentro de un gen cuya actividad 
sea fácil de evaluar. El sistema que hemos descrito con más 
detalle es aquél en el que se utilizaba el gen que codifica la 
B-galactosidasa, а saber, lacZ (véase Figura 151), La activi- 
dad de la enzima f-galactosidasa puede detectarse fácil- 
mente en las placas indicadoras о con ensayos sencillos. 
Por lo tanto, lacZ puede utilizarse como gen indicador. 

Los genes indicadores son genes incorporados en vecto- 
res, puesto que codifican proteínas que son fáciles de detec- 
tar. Pueden utilizarse para señalar la presencia o ausencia de 
ип elemento genético completo, о para determinar su ubica- 
ción; además, también pueden fusionarse con otros genes o 
conel promotor de otros genes para estudiar la expresión de 
los mismos. Existen muchos otros genes indicadores además 
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de lacZ. Por ejemplo, la enzima luciferasa, a la que ya hemos 
aludido en otra ocasión, hace que las células expresen el gen 
de forma luminiscente (véase Figura 8.22). De esta forma, las 
colonias que contienen este sistema indicador se detectan en 
placas de agar gracias precisamente а la luminiscencia que 
presentan en medio de un fondo de otras colonias, La pro- 
ducción y la detección de luciferasa implican por lo general 
más de un gen, así como otros factores adicionales, Recien- 
temente, un gen que codifica una proteína fluorescente, de- 
nominada proteína fluorescente verde (СЕР, Green Fluorescent 
Protein), se ha aislado de la medusa Aequorea victoria y se һа 
clonado. La GFP no necesita cionales, y se ha uti- 
lizado como indicador o etiqueta en una gran variedad de or 
ganismos (с 


ase Figura 31.5). 
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Z Los genes indicadores se incluyen con frecuencia como риз 

in. ¿Qué es un gen indicador? 


Expresión de genes de mamíferos 
en bacterias _ 


ado, uno de los grandes re 
ingeniería genética que deseaba clonar y expresar 
en de mamífero completo era simplemente encontrar el 
clon adecuado. En este capítulo hemos descrito algunos de 
los métodos que pueden utilizarse para realizar esto (обе 
Sección 31,3). Sin embargo, la secuenciación y la anotación 
del genoma humano, como parte del proyecto de genoma 
humano, están bastante avanzadas. Seguirá habiendo pro: 
blemas para determinar las funciones de los genes, pero 
ahora es posible utilizar la información sobre la secuenda 
para buscar clones de interés específico en las bibliotecas de 
genes o genotecas. También se están secuenciando otros ge 
nomas de mamiferos, tales como los del ratón. Aun cuando 
el genoma del organismo de interés no se haya secuenciado, 
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HAEE L proteina fuorescente verde (GFP) puede исап 
como Indicador para la localización de proteinas in vivo. El gen queso 
сайса Pho2, una proteina ligada al ОМА de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae. se unió con el gen que codifica ta GFP. El gen recombina 
te se transtormó en células de levadura, que pudieron expresar а соп 
tnuacion la proteina de función fluorescente que estaba localizada et 
el núcleo. a) Las células que expresan Pho2-GFP se reservaron mes 
diante microscopía de contraste de interferencia diferencial у (), mes 
diante microscopía de epiflworescencia (véanse Secciones 4.1 y 42) 
(¢) Este panel es una superposición de las imágenes de (a) у (b). 


31.5 в EXPRESIÓN 


DE MAMÍFEROS EN BACTERIAS а 997 


es posible utilizar la información sobre la secuencia en ge- 
nes relacionados para diseñar iniciadores de DNA y clonar 
el gen utilizando la PCR (véase Sección 10.17). 

Sin embargo, sigue existiendo obstáculos incluso cuan- 
do se tiene un gen de mamífero clonado en un vector de 
expresión. Uno de los más importantes es la presencia de in- 
trones (ве Sección 7.12). Un intrón contenido en un gen 
de mamífero que codifica una proteína no puede ser elimi- 
nado por el hospedador procariótico. Como la mayor par- 
te de los genes de mamiferos contiene intrones, no funcio- 
naran en un hospedador procariótico. Muchos genes de 
mamiferos tienen 50 о más intrones, y éstos pueden conte- 
ner decenas o incluso cientos de miles de pares, por lo que 
se necesitan métodos potentes y eficaces para eliminarlos. 
En este punto describiremos dos métodos de este tipo. En 
ambos casos los intrones no se eliminan de los genes clo- 
nados pero, en su lugar, se eliminan de la clonación. 


Obtención del gen a partir del RNA 
Uno de los métodos para aislar un gen funcional consiste en 
obtenerlo a partir de su mRNA. Una de las principales ven- 
tajas de utilizar el mRNA es que se ha eliminado la infor- 
mación no codificadora (intrones) presente en el DNA (vés- 
se Sección 7.12). El mRNA aislado se utiliza para crear DNA 
complementario (СОМА) mediante el proceso conocido como 
transcripción inversa (véanse Secciones 9.12 y 16.14). Es po- 
Sible que un tejido que exprese el gen contenga grandes can- 
tidades del mRNA deseado, aunque lo más normal es que es- 
tas células también produzcan muchos otros mRNAs. En 
una situación ideal, en la que un solo mRNA domine un tipo 
de tejido, la extracción del mRNA de dicho tejido propor- 
па un punto de inicio muy útil para la clonación del gen. 

En una célula de mamífero típica, aproximadamente el 
80% о el 85% del RNA es ribosómico, entre el 10 y el 15% 
está formado por RNA de transferencia y otros RNA de 
bajo peso molecular, mientras que del 1% al 1,5% es RNA 
mensajero. Aunque poco abundante, el mRNA mensajero 
de un eucariota se identifica por la presencia de las colas 
de poli-A que se encuentran en el extremo 3' (véase Sección 
7.12), Al pasar un extracto de RNA rico en poli-A por una 
columna cromatográfica que contenga fragmentos poli-T 
(unidos en soporte de celulosa), la mayor partedel mRNA 
de la célula puede separarse del otro RNA celular median- 
te apareamiento específico de las bases A y T. La posterior 
elución del RNA de la columna proporciona así una pre- 
paración altamente enriquecida en mRNA. 

Una vez se ha aislado el RNA mensajero, es necesario 
convertir la información en DNA. Esta labor se realiza me- 
diante el uso de la enzima franscriptasa inversa (véanse Sec- 
ciones 9.12 y 16.14), Esta curiosa enzima, que constituye un 
componente esencial en la replicación de retrovirus, copia 
la información del RNA en el DNA (véase Figura 31.6). 
Сото hemos señalado, esta enzima requiere un iniciador 
para empezar a funcionar (en el caso de los retrovirus el 
iniciador es un tRNA). En el procedimiento que nos ocu- 
pa, se utiliza un iniciador oligo-dT que es complementario 
con la cola poli-A del mRNA aislado. El iniciador oligo-dT 
se hibrida con el mRNA, a continuación de lo cual se deja 
actuar a la transcriptasa inversa (vénse Figura 31.6). Como 
hemos visto, la copía de DNA recién sintetizado tiene un 
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а partir de un MANA aislado mediante el uso de la enzima retrovirica 
transcriptasa inversa. 


bucle curvado en su extremo que se forma porque una vez 
que la enzima completa la copia del mRNA, comienza a co- 
piar e) DNA recién sintetizado. Este bucle curvado, que pro- 
bablemente es un artefacto de la reacción que tiene lugar 
en el tubo de ensayo, proporciona un iniciador muy útil 
рага conseguir la síntesis de la segunda cadena de ОМА. El 
DNA bicatenario resultante, con el bucle curvado intacto, es 
cortado a continuación por una nucleasa específica mono- 
catenaría para producir el DNA bicatenario deseado, en el 
que una de las cadenas es complementaria con el mRNA. 
Este DNA bicatenario (el gen de interés) puede insertarse a 
continuación en un plásmido o en otro vector para proceder 
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a su clonación. La detección de planes específicos utiliza 
los procedimientos descritos en la Sección 313, Como ya 
hemos mencionado en la Sección 10.17, también es posíble 
utilizar la RT-PCR (transcriptasa inversa acoplada а la re- 
acción en cadena de la polimerasa) para sintetizar grandes 
cantidades de cDNA sin tener que clonarlo. 

El СОМА debe codificar la proteína de interés y, por lo 
tanto, puede ser considerado su «gen». A diferencia del gen 
«natural» del cromosoma de mamífero, éste no contiene 
ningún intron. Aunque existe un codón de iniciación, no 
hay promotores, puesto que no se transcriben y, por lo tan- 
to, su secuencia no estará en el mRNA (vénse Sección 7.8). 
Los requisitos para conseguir altos niveles de expresión con 
genes construidos de este modo son simplemente los que se 
mencionaron en la sección dedicada a los vectores de ex- 
presión (vénse Sección 314) 

También es posible crear bibliotecas (genotecas) de СОМА a 
partir de tejidos distintos cuando se buscan genes cuya ex- 
presión es específica para dichos tejidos. Esto puede ser ex- 
tremadamente útil, porque el gen verdadero (ОМА cromo- 
sómico) se encuentra prácticamente en todas las células, 
mientras que el mRNA se encuentra únicamente en las cé 
lulas que producen activamente la proteína. Por ejemplo, el 
agente que codifica la hormona insulina se encuentra por 
todo el cuerpo, pero el mRNA de la insulina se encuentra 
únicamente en algunas células del páncreas. Por lo tanto, 
una genoteca hecha a partir de las células del está 
enriquecida en СОМА correspondiente al gen de la insulina. 


Obtención del gen a través de la proteína 

Al principio de esta sección hemos mencionado que el cono- 
cimiento de la secuencia de un gen puede facilitar la detección 
del mismo en una genoteca o en su clonación utilizando la 
PCR. Емо es posible por el hecho de que la información de la 
secuencia puede utilizarse para crear una molécula de DNA 
sintético que se utiliza como sonda (véase Sección 10.13). Este 
método puede utilizarse también para diseñar una sonda que 
sea capaz de encontrar el mRNA o el СОМА creado a partir 
del mismo, Sin embargo, esta información puede utilizarse de 
modo distinto para construir realmente un gen. 

En el Capítulo 15 describimos la forma en la que el aná- 
lisis de las secuencias de DNA y, en especialyla búsqueda 
de marcos abiertos de lectura (ORF, Open Reading Frames), 
pueden utilizarse para detectar genes posibles (véase Sec- 
ción 15.2). Como vimos, sin embargo, el hecho de que exis- 
ta un ORF по significa que éste sea funcional, es decir, que 
realmente codifquesna protein, Un método pasa com: 
probar que un ORF es un gen funcional consiste en buscar 
una proteína cuya secuencia de aminoácidos pueda | 
«irse mediante la secuencia de nucleótidos del ORF. 

Todas las células procesan la información genética de 
acuerdo соп el dogma central (DNA —> RNA — proteína; 
véase Sección 7.1). Sin embargo, un investigador puede in- 
vertir este flujo de información. Dicho de otro modo, un ex- 
perto en ingeniería genética puede utilizar la secuencia de 
aminoácidos de una proteína para diseñar у sintetizar una se- 
cuencia de nucleótidos que puedan codificarla. Este proce- 
so recibe el nombre бее inversa. El procedimiento de 
traducción inversa se muestra en la Figura 31.7. А partir del 
código genético, se deduce la secuencia de nucleótidos de 


“Traducción mversa: deducción de la mejor secuencia 
де una sonda de oligonuciedtidos a partir de la secuencia de anno 
cidos de la proteina. Debido a la degeneración, son posibles muchas | 
ondas. Si se conoce el uso de codones que hace el mismo organismo; 
pueda seleccionarse una secuencia preferida. No es imprascindibi 
conseguir una precisión completa, puesto que se permito una peque- 
ба proporción de apareamiento erróneos. 


una sección del DNA, a continuación de lo cual se sintetiza 
este trozo de DNA. Por desgracia, la degeneración del códi- 
go genético (véase Sección 7.13) complica en cierto modo el 
problema. La mayor parte de los aminoácidos están codifi- 
cados por más de un codón, y el uso de los codones varía de 
un organismo a otro. La mejor sección del DNA para ser si | 
tetizada es la que le а una parte de la proteína rica 
еп aminoácidos especificados por un solo codón (metiont- 
na, AUG; triptófano, ОСС) o por dos codones (ро por ejemplo, 
fenilanina, UUU, ООС: tirsina, UAU, UAC histidina, CAU) 
САС), puesto que esto aumenta las posibilidades de que el 
DNA sintetizado sea complementario o prácticamente сопу. 
plementario con el mRNA de interés, Si по se conoce la sé 
cuencia completa de aminoácidos de la proteína, la secuen- 
cia que suele utilizarse es la que se encuentra situada en el 
extremo de la proteína, puesto que es en este extremo ami- 
no-terminal donde comienza la secuenciación de la misma, 
Para crear una sonda que permita identificar el gen vet 
dadero, su mRNA о el СОМА creado a partir de este último, 
ев importante que el DNA sintético sea lo más complementa: 
rio posible. No obstante, no es necesario disponer de la se- 
cuencia completa de la proteina codificada por el gen. Frente 
a esto, esta información sí se necesita cuando se desea conte. 
truir un gen sintético completo. Al construir un gen también 
importante по utilizar simplemente cualquiera de los code 
nes degenerados de un aminoácido concreto, sino elegir 
codones preferidos por el organismo que expresará el gen clo 
nado. ¿Por qué ibamos a elegir sintetizar un gen completo? 
Muchas proteínas de mamiferos incluidas las hormonas 
péptidas) son los productos del procesamiento postraduccio-. 


nal (véase recuadro relativo al procesamiento de las proteínas 
del Capítulo 8) y, por lo tanto, pueden ser bastante peque- 
ñas, Si uno está interesado en producir únicamente una 
hormona péptida, puede ser más eficaz construir un gen que 
codifique sólo la hormona final y no la proteína completa 
dela que procede. También puede ocurrir, incluso en el caso 
de una proteína más grande, que el cambio en el uso de cor- 
dones para lograr una traducción eficaz en el 
especificado se encuentre económicamente justificada. Ade- 
más, la sintesis química no sólo permite la adquisición de 
genes que no pueden obtenerse de otro modo, sino que ade- 
más permite la síntesis de genes modificados que pueden cre- 
ar nuevas proteínas de utilidad. Las técnicas existentes para 
la síntesis de moléculas de DNA se encuentran bien desa- 
ттоћайа en la actualidad y permiten sintetizar genes que 
codifiquen proteínas de 100 a 200 residuos de aminoácidos 
de longitud (de 300 а 600 nucleótidos). Para la producción 
de la hormona humana insulina en bacterias se ha utilizado 
el método sintético, tal como veremos en la Sección 31.6. 

Соп el uso de todas estas técnicas, se ha expresado un 
gran número de proteínas humanas distintas, y a un alto 
rendimiento, bajo el control de sistemas reguladores bacte- 
rianos, entre los que figuran la hormona humana del creci- 
miento, la insulina, los antígenos víricos, el interferón y la 
somatostatina (vénse Sección 31.6). 


Plegado y estabilidad de las proteínas 

Por desgracia, en ocasiones la capacidad para sintetizar una 
proteína en un nuevo hospedador no es suficiente. Algu- 
nas proteínas son propensas a la degradación por parte de 
proteasas intracelulares, por lo que pueden destruirse antes 
de ser aisladas. Ciertas proteínas eucarióticas son tóxicas 
para el hospedador procariótico, por lo que el hospedador 
del vector de clonación puede quedar aniquilado antes de 
poder sintetizar una cantidad suficiente del producto. Así, 
puede ser necesario realizar una mayor ingeniería del hos- 
pedador o del vector para eliminar estos problemas. 
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En ocasiones, cuando las proteínas foráneas se producen 
de forma masiva, forman cuerpos de inclusión dentro del 

- Aunque los cuerpos de inclusión son relativa- 
mente fáciles de purificar gracias a su tamaño, la proteína 
que se encuentra en estos cuerpos puede ser muy difícil de 
disolver. Parece que en muchos casos estos cuerpos se for- 
man porque la proteína no está correctamente plegada. Una 
solución potencial a este problema consiste en utilizar un 
hospedador que produzca un exceso de chaperones mole- 
culares que ayuden a conseguir este plegado (véase Sección 
7.16). Se da la circunstancia de que este problema, y algu- 
nos otros, pueden resolverse en ocasiones si la proteína del 
gen clonado se fabrica como producto de fusión con una 
Proteína codificada por el vector. Esto no sólo estabiliza la 
Proteína, sino que simplifica la purificación si la porción 
codificada por el vector es una proteína para la que se co- 
тосеп técnicas de purificación rápidas, sencillas y baratas, 
En la actualidad existen algunos vectores de fusión espe- 
ciales. La «proteína clonada» se separa de la proteína de fu- 
sión después de realizar la purificación con proteasas es- 
peciales. La Figura 31.8 muestra un ejemplo de un vector de 
fusión que es también un vector de expresión. 

En algunos casos la proteína deseada también puede se- 
pararse de la proteína de fusión mediante métodos químicos. 
Los sistemas de fusión también pueden utilizarse para pro- 
Pósitos que no sean la consecución de un aumento de la es- 
tabilidad de la proteína. Una de las ventajas de crear una pro- 
teina de fusión consiste en que la porción bacteriana puede 
contener la codificación de la secuencia bacteriana para el pép- 
tido señal que permite transportar la proteína a través de la 
membrana citoplasmática (véase Sección 7.16), lo que а su vez 
fomenta el desarrollo de un sistema bacteriano que no sólo 
sintetiza la proteína de mamífero, sino que también la secreta. 

Incluso con el vector mejor diseñado, algunos genes se 
expresan pobremente en una célula concreta. En algunos 
casos estos problemas pueden rectificarse utilizando un hos- 
pedador mutante. Por ejemplo, algunos «mRNAs foráneos» 
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se degradan muy rápidamente en Escherichia сой del tipo 
silvestre, pero no en cepas mutantes concretas. Así, con el 
uso de tales sistemas de expresión, se pueden producir gran- 
des niveles de proteínas de mamífero en Escherichia coli. En 
muchos casos, la proteína deseada supera las 200 000 mo- 
léculas por célula y puede representar hasta el 40% de las 
moléculas de proteínas de una célula, 


/_31.8 Revisión de conceptos 


Es posible conseguir niveles muy altos de expresión de genes de 
mamiferos en Bacteria. Sin embargo, estos genes suelen ser inva- 
riablemente distintos del gen nativo, puesto que es fundamental 
que no contenga intrones. Esto puede realizarse utilizando la 
transcriptasa inversa para sintetizar el DNA complementario 
(CDNA) a partir del RNA mensajero (mRNA). Además, también 
puede conseguirse sintetizando gen sintético completo, siempre 
y cuando se conozca la secuencia de aminoácidos de la proteina 
que se desea codificar. 


Z ¿Por qué el MRNA no contiene intrones? 


Y ¿Qué utilidad puede tener la proteína de interés que se crea 
como producto de fusión? 


I APLICACIONES PRÁCTICAS 
DE LA INGENIERÍA GENÉTICA 


En esta unidad mencionaremos tan sólo unas pocas de las 
muchas aplicaciones que tiene la ingeniería genética dentro 
атро de la biotecnología. De hecho, algunas áreas que- 
п sin tratar en absoluto. Hablaremos, entre otros, del 
uso de la ingeniería genética para mejorar la fermentación 
microbiana, sobre todo en la producción de antibióticos (oen- 
se Sección 306). No hablaremos del uso de organismos ge- 
néticamento modificados en la biotecnología medioam- 
biental. Cabe reseñar, además, que la diversidad metabólica 
de los procariotas es епогтпё (vénse Capítulo 17), y muchas 
de estas vías metabólicas pueden recombinarse para crear 
métodos nuevos y útiles, Por lo tanto, en las tres secciones 
que se incluyen a continuación no sólo presentaremos una 
visión global de las muchas posibilidades que existen, sino 
también de las aplicaciones reales que se encuentran dispo- 
nibles para los campos de la agricultura y la medicina. 


Una de las primeras aplicaciones prácticas de la ingeniería 
genética fue la utilización de bacterias que crecían fácilmen- 
te para producir proleínas cuyos genes procedían de orga- 
nismos que eran más difíciles o caros de cultivar. Aunque 
las DNA polimerasas especiales usadas en la reacción en ca- 
dena de la polimerasa se instalaron origis te de bacte- 
rías termófilas (vénse Sección 10.17), ahora se producen en 
Escherichia coli a partir de genes clonados. La mayor parte de 
las enzimas de restricción también se producen en Escherichia 


¿oli a partir de genes clonados. Cabe reseñar que Escherichia 
coli по es más fácil de cultivar que algunas de las bacterias 
que normalmente sintetizan una enzima de restricción сопе 
creta. Sin embargo, la clonación permite la manipulación de 
los niveles de expresión (véase Sección 314) y la utilización! 
del mismo hospedador resulta más eficaz, ya que una eme 
presa puede emplear condiciones de cultivo similares o idén- 
ticas para fabricar productos distintos. De manera similar, 
muchas proteínas usadas en el sector industrial se producen 
hoy en día a partir de genes clonados y, en algunos casos, la 
propia proteína ha sido alterada utilizando mutagenesis di- 
rigida (mse Sección 10.18) para modificar el gen clonado, 

Muchas proteínas y péptidos de mamiferos poseen un 
elevado valor farmacéutico, Con todo, estas proteínas suelen 
estar presentes en cantidades muy pequeñas en los tejidos 
normales, por lo que su purificación resulta sumamente cos- 
tosa. Además, aun cuando la proteína pueda producirse en 
cultivos de células (véase Sección 9.3), ésta es una técnica mu- 
cho más сага de la creación de cultivos microbianos. Por la 
tanto, otro de los esfuerzos tempranos de la industria de la 
biotecnología consistió en el uso de ingeniería genética para 
producir estas proteínas en microorganismos. 

En muchas de las primeras aplicaciones, tales como la 
producción de insulina, se sabía que el producto tenía un 
gran valor comercial gracias a su valor terapéntico demos. 
trado para tratar algún tipo de enfermedad conocida (en 
este caso, la diabetes). Sin embargo, dicho éxito no está 
siempre garantizado, ni siquiera cuando la proteína puede 
producirse y purificarse sin problemas, A menudo esto se 
debe a que el proceso de evolución de la enfermedad es 
muy complejo y no se entiende en su totalidad, o a que el 
producto tiene efectos secundarios inesperados. A pesar de 
todo, a finales de los años noventa las empresas de biote“ 
nologia tenían cientos de productos que estaban sometidos 
a pruebas clínicas. Así es como se han producido algunas 
proteínas terapéuticas, entre las que figuran las horme 
los interferones, los factores de crecimiento y algunas vé 
cunas. Algunos ejemplos de estos y otros productos se ent 
cuentran incluidos en la Tabla 31.1 


Producción de insulina 
Uno de los primeros y más espectaculares éxitos comerciales 
бое Ja producción de la hormona insulina. Muchas hormonas 
son péptidos o pequeñas proteínas. Estas moléculas son exe 
tremadamente importantes para controlar el metabolismo бе 
los mamíferos y tienen usos terapéuticos muy importantes, 
La insulina es una proteína que se produce en el páncreas y 
que resulta imprescindible para regular el metabolismo de 
los carbohidratos en el cuerpo humano, La diabetes, una ene 
fermedad caracterizada por una insuficiencia de insulina, 
afecta a millones de personas. El tratamiento estándar para 
este trastorno consiste en administrar periódicamente ínyec- 
ciones о dosis orales de insulina, Además, como las insuli- 
nas de la mayor parte de los mamiferos tienen una estructu 
ra similar, es posible tratar la diabetes humana utilizando 
insulina comercial procedente del páncreas de terneros o de: 
cendos. Sin embargo, como la insulina no humana no resul- 
ta tan eficaz como la insulina humana y, además, el proceso. 
de aislamiento es caro y complejo, se ha llevado a cabo la elo- 
nación de un «gen» de la insulina humana en bacterias. 


31.5 = OBTENCIÓN DE 


TABLA 31.1 


Proteínas de la sangre 


Esitropoyetina, "Trata ciertos tipos de anemia 


Factores VII, УШ y IX Favorecen la coagulación 
Activador tisular del plasminógeno Disuelve cosgulos 
Uroquinasa Coagulación de la sangre 
Hormonas humanas 
Factor del crecimiento epidérmico  Cicatrización de las heridas 
Hormona estimulante del folículo — Tratamiento de alteraciones 
de la reproducción 
Insulina Tratamiento de la diabetes 
Factor de crecimiento del nervio Posible tratamiento de 
alteraciones neurológicas 
Relaxina Facilita el parto 
Somatotropina (hormona Tratamiento de algunos 
del crecimiento) tipos de trastornos del 
crecimiento y la baja 
estatura. 


Moduladores inmunitarios 


acinterterón Agente antivirico y 
antitumoral 

Printerterón Tratamiento de la esclerosis 
Múltiple 

Factor estimulante de la colonia Tratamiento de infecciones y 
del cáncer 

Lisozima Antilnlamatono 


Factor de la necrosis tumoral Agente antitumoral, 


Tratamiento potencial de la 


annis 

Enzimas de reemplazo 

Pglucocerebrosidasa Tratamiento de la enfermedad 
¿de Gaucher, un trastorno 
neurológico hereditario 

Vacunas 

Hepatitis Prevención de la hepatitis 
sérica 

Enfermedad de Lyme Prevención de la infección 

Sarampión = Prevención del sarampión 

Rabia Prevención de la rabia 


La producción de hormonas tales como la insulina en mi- 
eroorganismos genéticamente modificados no consiste sim- 
plemente en clonar un gen (o un cDNA) en un vector de ex- 
presión (vénse Sección 31.5), Esto se debe a que muchas de 
estas hormonas son tan sólo pequeños fragmentos de los po- 
lipéptidos codificados porel gen. La insulina, en su forma ac- 
tiva, consta de dos polipéptidos (A y В) conectados por puen- 
tes disulfuro (vénse Figura 31,94). Estos dos polipéptidos están 
codificados por partes separadas del mismo gen de la insuli- 
na. El gen de la insulina codifica la preproínsulína, un poli- 
péptido más largo que contiene una secuencia señal (impli- 
cada en la secreción de la proteína) (vénse Sección 6.9), los 
polipéptidos A y В de la molécula de insulina activa, y un po- 
lipéptido de unión que está ausente en la insulina madura. La 
proinsulina зе forma a partir de la preproinsulina, y la conver- 
sión de proinsulina en insulina implica la rotura enzimática del 
polipéptido de unión entre las cadenas A y В (vénse recuadro 
relativo al procesamiento de las proteínas del Capítulo 8). 
Hasta la fecha, se han utilizado dos métodos para la pro- 
ducción de insulina humana en bacterias: (1) producción de 


proinsulina y conversión en insulina mediante métodos qui- 
micos, y (2) producción de las cadenas A y В en dos cultivos 
bacterianos separados, así como unión de las dos cadenas me- 
diante procedimientos químicos para producir insulina. Como 
la proteína insulina es bastante pequeña, en cualquiera de los 
dos casos resultaba más útil sintetizar químicamente la se- 
cuencia de ОМА adecuada (véase Sección 10.13) e intentar ais- 
lar el gen de la insulina a partir de tejido humano. Hay 63 ba- 
ses que codifican la cadena A y 90 bases que codifican la 
cadena В. En la proinsulina existen otras 105 bases adiciona- 
les que codifican el péptido que conecta las cadenas A y B (06. 
эс Figura 31.99). Cuando se sintetizaron los polinucleótidos, en 
los extremos se situaron sitios de corte adecuados para las en- 
zimas de restricción, de manera que el polinucleótido pudie- 
ra quedar ligado dentro del plásmido vector. Para obtener una 
expresión eficaz, los genes sintetizados se insertaron debajo 
de un promotor adecuado de Escherichia coli, pero de manera 
que el fragmento de insulina se sintetizara como parte de una 
Proteína de fusión (véase Sección 31.5). Una de las ventajas más 
importantes de fabricar una proteína de fusión consiste en 
que el producto de fusión es mucho más estable en Escheri- 
dhia сой que en la propia insulina, Por último, se colocó un tri- 
plete codificador de la metionina en el punto que unía el gen 
Че la insulina con la parte superior del gen de fusión. Esto se 
debe a que el reactivo químico bromuro de cianógeno corta es- 
pecíficamente las cadenas polipeptídicas por los residuos de 
metionina, lo que permite la recuperación de la insulina una 
vez que la proteína de fusión se ha aislado de la bacteria. La 
insulina en sí misma no contiene metionina y, por lo tanto, по 
se ve afectada por el tratamiento con bromuro de cianógeno. 

Cuando se utiliza la ruta de la proínsulina, la proinsu- 
lina, aislada de las bacterias mediante el tratamiento con 
bromuro de clanógeno, se convierte en insulina cuando se 
forma un enlace disulfuro y se produce la eliminación en- 
zimática del péptido de unión. La proinsulina se pliega de 
forma natural, de manera que los residuos de cisteina que- 
dan unos enfrente de otros (véase Figura 31.90), con lo que 
el tratamiento químico provoca la formación de enlaces di- 
sulfuro transversales. Una vez realizado esto, el péptido de 
unión puede eliminarse mediante un tratamiento con las 
proteasas tripsina y carboxipeptidasa В, que no tienen efec- 
to alguno en la insulina en sí misma. 

Cuando la insulina se produce mediante los péptidos 
separados А y В, cada una de las proteínas de fusión se ais- 
la de un cultivo bacteriano independiente y las cadenas se 
separan mediante el corte con bromuro de cianógeno. Las 
cadenas cortadas se conectan a continuación mediante el 
uso de un tratamiento químico que da lugar a la formación 
del enlace disulfuro, 

El producto final, a saber, la insulina humana biosinté- 
tica, es idéntico en todos los aspectos a la insulina purificada 
del páncreas humano. La insulina humana producida por 
métodos microbianos es menos cara y tiene una eficacia 
idéntica a la de las insulinas porcina o bovina, que consti- 
tuían la fuente principal de la insulina para diabéticos an- 
tes de la llegada de la biotecnología. 


Vacunas recombinantes 
Las vacunas son suspensiones de microorganismos patóge- 
nos, aniquilados о modificados, о de fracciones específicas 
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Parada en el extremo derecho de la secuencia codifcadora. 


aisladas de estos microorganismos que, cuando se inyectan 
a un animal, producen inmunidad frente a una enferme- 
dad concreta. Соп frecuencia, la sustancia que pone еп mar- 
cha la respuesta inmunitaria es una proteína de la superfi- 
cie, como puede ser la proteína de la cubierta de un virus. 

La ingeniería genética podría aplicarse de muy distintas 
maneras para la producción de vacunas. 

Las técnicas con DNA recombinante pueden facilitar mu- 
chisimo la modificación de un patógeno, precisamente porque 
las técnicas genéticas in vitro suelen ser más precisas y más po- 
tentes que las técnicas tradicionales in vivo (vénse Capítulo 
10). Por ejemplo, en algunos casos puede eliminarse simple- 
mente los genes implicados en la virulencia, pero dejarse los 
que tienen productos que crean una inmunitaria, lo 
que da lugar a una vacuna recombinante viva atenuada. Por su- 


puesto, con el uso de una tecnología recombinante es posi- 
ble añadir genes а un virus que conferirá una inmunidad es- 
ресійса a una enfermedad vírica. En esta última categoría se 
encuentra un virus recombinante vivo que ofrece protección 
еп las aves, tanto frente a la peste aviar (una enfermedad que 
reduce el aumento de peso y la producción de huevos), como 
frente a la enfermedad de Newcastle (una enfermedad víri- 
са que resulta letal en la mayor parte de los casos). El virus de 
la peste aviar, un típico poxvirus (oase Sección 16.12), se mo- 
бсб inicialmente eliminando los genes que causaban la en- 
fermedad (pero no los que creaban la imunidad). Luego, se 
añadieron genes que provocaban inmunidad al virus de la 
enfermedad de Newcastle. Esto dio lugar a una vacuna poli- 
valente, en este caso un solo virus que puede conferir inmu- 
nidad a dos enfermedades importantes distintas. 
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DNA foráneo se ciana өп un plásmido que contiene una pequeña por- 
ción del gen de la timidina quinasa del virus de la vacuna. (b) Зе forma. 
el plåsmido recombinante. (c) El plásmido recombinante se utiiza a con- 
tinuación para la transtección а células hospedadoras que ya están in- 
fectadas con vacunas del tipo silvestre. Si se produce la recombinación, 
ө DNA de la vacuna recombinante puede producirse. (d) Acto seguido, 
las células se colocan en presencia de 5-bromodeoxuridina, un com- 
Puesto que es tóxico para las cólulas que tienen una timidina quinasa ac- 
Iva. Sólo los vriones recombmantes se desarolan өп estas condiciones. 
Silos viriones de la vacuna recombinante contienen genes de otras pro- 
teinas de la cubierta del virus, éstos pueden expresarse. 


Оп vector utilizado para preparar vacunas recombi- 
nantes vivas es el virus de la vacuna (véase Sección 16.12). La 
clonación en el virus de la vacuna se realiza utilizando un 
plásmido de Escherichia сой que contiene un fragmento del 
gen de la timidina quinasa del virus de la vacuna (néase Fi- 
gura 31.104). A continuación se inserta un DNA foráneo 
apropiado en este plásmido, y el plásmido recombinante 
se transforma en una célula hospedadora cuya propia ti- 
midina quinasa está inactiva, pero que se ha infectado pre- 


viamente con un virus de la vacuna del tipo silvestre (véa- 
se Figura 31.105). Sî se produce una recombinación homó- 
loga entre el DNA del plásmido y el DNA genómico de la 
vacuna (véase Figura 31.10c), pueden obtenerse viriones re- 
combinantes que tengan un gen de la timidina quinasa inac- 
tivado. Una timidina quinasa activa produce la inhibición 
del crecimiento debido al compuesto 5-bromodeoxiuridi- 
па. Por lo tanto, los viriones recombinantes del virus de la 
vacuna pueden seleccionarse permitiendo la replicación vi- 
rica en presencia de su inhibidor (véase Figura 31.104). Aun- 
que estos virus recombinantes no expresan ya la timidina 
quinasa, pueden seguir infectando células humanas y, ade- 
más, expresan los genes foráneos que se han clonado en 
ellos. De hecho, algunos virus de vacunas recombinantes 
pueden llevar genes de cuatro virus distintos. 

El virus de la vacuna en sí mismo no suele ser patóge- 
по para humanos (el virus de la vacuna se utilizó original- 
mente como vacuna frente al virus de la peste aviar); sin 
embargo, el virus de la vacuna no es completamente be- 
nigno (causa algunas complicaciones en ciertas personas) y 
por lo tanto, es preciso realizar más investigaciones antes 
poder utilizar estas vacunas en humanos. Esta investiga- 
ción incluye el uso de otros vectores víricos. 

Las vacunas no tienen que incluir todo el organismo pa- 
tógeno. Las vacunas de subunidad contienen únicamente una 
subunidad específica de un organismo patógeno. En el caso 
delos virus, éste suele ser la proteína de la cubierta del vi- 
rus. Las proteínas de la cubierta altamente inmunógenas 
se purifican y se utilizan a altas dosis para producir un alto 
y rápido nivel de inmunidad. La ingeniería genética ha de- 
mostrado ser un elemento muy valioso en el desarrollo de 
vacunas de subunidad, puesto que las técnicas de DNA re- 
combinante pueden utilizarse para producir grandes can- 
tidades de estas subunidades у no hay р lad de que 
los productos codificados contengan el organismo patóge- 
по ni siquiera en cantidades ínfimas. 


Vacunas de subunidad 
Los pasos para realizar la clonación del gen de un virus son 
los que se han presentado en las secciones anteriores: frag- 
mentación del DNA vírico mediante enzimas de restricción; 
«clonación de los genes de la proteína de la cubierta del virus 
dentro de un vector adecuado; creación de promotores, mar- 
cos de lectura y sitios de unión de los ribosomas adecuados; 
y reinserción y expresión de los genes víricos en un micro- 
organismo. En algunos casos sólo se expresan ciertos domi- 
nios de la proteína, en lugar de la proteína en su totalidad, 
Por desgracia, cuando Escherichia coli se utiliza como el 
hospedador de clonación, las vacunas suelen ser muy poco 
inmunógenas y no consiguen proteger a los animales de 
infecciones posteriores del virus. El problema radica en el 
hecho de que muchas proteínas antigénicas de la cubierta 
del virus se modifican en el proceso postraduccional, por lo 
general mediante la adición de residuos de azúcares (gli- 
cosilación), cuando el virus se replica en su hospedador 
normal. Sin embargo, las proteínas recombinantes produ- 
cidas por Escherichia coli o por otras Bacteria no están glico- 
siladas, y parece que la glicosilación es necesaria para que 
las proteínas sean inmunológicamente activas; por lo tan- 
to, se utiliza un hospedador eucariótico. 
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La primera vacuna de subunidad recombinante apro- 
bada para su uso en humanos se fabricó utilizando leva- 
duras. El gen que codifica la proteína de la superficie del vi- 
rus de la hepatitis B fue clonado y expresado en una 
levadura. A continuación, se produjo una proteína que for- 
таба agregados muy similares а los que se encuentran en 
los pacientes infectados con el virus y estos agregados se 
purificaron y se utilizaron para vacunar a las fren- 
te al virus de la hepatitis B. En la actualidad se está utili- 
zando la ingeniería genética para desarrollar vacunas de 
subunidad frente a una gran variedad de virus y organis- 
mos patógenos. Así, se están utilizando células de insectos 
y células de mamiferos cultivadas como hospedadores para 
preparar vacunas recombinantes. Para obtener un patrón 
correcto de glicosilación u otras modificaciones de la pro- 
teina, con frecuencia es importante utilizar un hospedador 
que se encuentre estrechamente relacionado con los seres 
humanos. De todos modos, también es posible producir va- 
cunas en plantas (véase Sección 31.7). 

Las vacunas genéticamente modificadas pueden con- 
vertirse en algo habitual porque (1) son más seguras que 
las vacunas normales atenuadas o aniquiladas, (2) son más 
reproducibles, porque su construcción genética puede con- 
trolarse minuciosamente, y (3) pueden administrarse a altas 
dosis sin riesgo de que se produzcan efectos secundarios. 

Las vacunas que se producen utilizando la ingeniería 
genética pueden fabricarse por lo general de forma mucho 
más rápida que las que se producen mediante métodos más 
tradicionales, Las vacunas recombinantes fabricadas con 
genes clonados de la hemaglutinina del virus de la gripe 
(vénse Sección 16,7) pueden fabricarse en sólo dos o tres me- 

„ en lugar de en seis о nueve meses. Esto puede consti- 
tuir una ventaja real si se produce una epidemia causada 
por una cepa nueva del virus de la gripe (vase Sección 26.8). 
Las vacunas recombinantes también suelen ser más baratas 
que las producidas por otros métodos y esto, a su vez, pue- 
de permitir nuevos usos de las mismas. Se han distribuido 
cebos portadores de una vacuna recombinante para la ra- 
bia por amplios espacios de tierra en Europa, y han provo- 
cado un descenso drástico de la frecuencia de la rabia en- 
tre los zorros salvajes, En otras épocas, este método de 
vacunación habría sido demasiado caro. — 


Vacunas de DNA 

Aunque algunas vacunas han obtenido un éxito extrema- 
damente grande en la lucha frente a una amplia variedad 
de enfermedades infecciosas, existen otras enfermedades 
importantes para las que resulta difícil desarrollar vacunas 
que garanticen el éxito. Tal es el caso de las enfermedades 
сото la malaria (véase Sección 27.5) y el SIDA (vésse Sección 
26.14). Aunque las técnicas de ingeniería genética sestán- 
dar» pueden ofrecer algunas vacunas eficaces frente a es- 
tas enfermedades, se ha emprendido un nuevo y excitante 
camino para desarrollar vacunas de DNA, también conoci- 
das como mieunas genéticos, Las vacunas de DNA utilizan 
el material genético del patógeno en cuestión para conse- 
guir la inmunización. Este material genético puede encon- 
trarse en forma de fragmentos definidos del genoma del 
patógeno, о de genes del patógeno clonado en un plásmi- 
do vector o un vector vírico, Incluso en los últimos casos, 


sin embargo, es el DNA (o el RNA) el que se utiliza como 
vacuna. 

En algunos casos parece que si se administra un gen 
completo a un animal de forma que sea absorbido por las 
células, la proteína comenzará a producirse, y el animal 
desarrollará inmunidad. Algunas de estas vacunas de DNA 
están siendo sometidas a ensayos clínicos, mientras que 
otras se encuentran aún en fase de desarrollo, Las vacunas 
de DNA serían seguras y baratas; además, a diferencia de 
las vacunas víricas, también evitarian la supervisión por 
parte del sistema inmunitario del hospedador. 


Otras proteínas y otros productos 

La Tabla 31.1 incorpora algunas de las proteínas y produc- 
tos de mamiferos que se están produciendo mediante las 
técnicas de DNA recombinante. Se encuentran, entre ellas 
algunas hormonas, así como la insulina y ciertas proteínas 
implicadas en la coagulación de la sangre y otros procesos. 
hematológicos. Por ejemplo, el activador tisular del plasmi- 
nêşeno (ТРА) es una Беа que se encuentra en la sangre 
y actúa en las fases finales del proceso de cicatrización. El 
ТРА presenta una utilidad clínica especial para pacientes 
соп afecciones cardiacas o para cualquier persona que su- 
fra algún trastorno de la circulación debido a una coagula- 
ción excesiva, El TPA puede administrarse después de la 
implantación de un bypass cardiaco, después de un tras- 
plante о de cualquier otra operación a corazón abierto para 
impedir el desarrollo de embolias pulmonares, que a me- 
nudo representan un riesgo de muerte importante, Las en- 
fermedades cardiovasculares constituyen una de las prin 
cipales causas de muerte en los países desarrollados, por 
lo que es de esperar que el ТРА producido microbiológi 
mente tenga cada vez más demanda en el futuro. 

A diferencia del TPA, los factores de coagulación san- 
guinea УП, УШ y IX son muy importantes para 1а forma- 
ción de coágulos. Los hemofílicos presentan una deficiencia 
Че uno о más factores de coagulación, y pueden tratarse fi- 
cilmente con un producto producido microbiológicamente: 
El factor de coagulación recombinante adquiere más im- 
portancia aún ві se tiene en cuenta que, en el pasado, los 
pacientes hemofílicos eran tratados con extractos concen- 
trados de factores de coagulación procedentes de mezclas 
de sangre humana, algunas de las cuales estaban contami- 
nadas con el virus del SIDA, por lo que tenian más riesgo 
de contraer dicha enfermedad. 

Algunas proteínas pueden actuar como agentes anti- 
cancerígenos o como moduladores inmunológicos. Los in- 
terferones son una serie de proteínas fabricadas por células 
animales en respuesta a una infección vírica (véase Sección. 
2310) о a la activación inmunitaria, en el caso de un tipo de 
interferón. 

Algunas proteínas de mamíferos fabricadas mediante la 
tecnología de DNA recombinante no pueden incluirse en 
las categorías que se han incluido en la Tabla 31.1. Por ejem- 
plo, la DNasa | humana se está fabricando y utilizando 
рага evitar la acumulación de moco que contiene el ОМА de 
Pacientes con fibrosis quística. Hoy en día se están produ- 
ciendo también anticuerpos monoclonales en microorga- 
nismos mediante el uso de la ingeniería genética (ya habla- 
mos de los anticuerpos monoclonales en la Sección 24.6). 
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Bien es verdad que no todas las proteinas que se pro- 
ducen utilizando las técnicas de DNA recombinante tienen 
usos terapéuticos. Muchas enzimas comerciales (тёзе Sec- 
ción 30.9) se producen de esta forma también. Además, in- 
cluso las hormonas pueden tener otros usos. La somatotro- 
ріпа bovina que se produce utilizando estas técnicas se 
utiliza en los Estados Unidos para aumentar la producción 
de leche del ganado. De hecho, con frecuencia, las «venta- 
jas» de la ingeniería genética pueden ser totalmente ines- 
peradas, La renina, que se utiliza para hacer queso, es un 
producto animal. En Gran Bretaña se está comercializan- 
do, hasta el momento con gran aceptación, un «queso ve- 
getariano» que contiene una proteína recombinante pro- 
ducida en un microorganismo. Los primeros productos 
fabricados mediante ingeniería genética fueron sobre todo 
proteínas de genes clonados, aunque aún queda mucho por 
hacer en este campo, Otras aplicaciones adicionales se de- 
rivan de la posibilidad de usar la mutagénesis dirigida so- 
bre el gen clonado, ya que así pueden generarse productos 
con propiedades nuevas. Es preciso recordar también que 
moléculas como los antibióticos se sintetizan en las células 
por vías bioquímicas que utilizan diversas enzimas (pro- 
teinas). Estas enzimas pueden modificarse y, de este modo, 
pueden desarrollarse antibióticos nuevos. 


/__ 31.6 Revisión de conceptos 


La primera proteína humana que se comercializó utilizando bac- 
terias sometidas а ingenierta genética fue la insulina humana, 
pero ahora se producen otras hormonas y otras proteinas hu- 
manas. Muchas proteínas presentes en el cuerpo humano, que 
antiguamente eran extremadamente caras de producir porque 
se encontraban en los tejidos humanos en muy baja proporción, 
pueden fabricarse ahora en grandes cantidades a partir del gen 
clonado en un sistema de expresión adecuado. Además de pro- 
ductos farmacéuticos, tales como los agentes anticancerígenos o 
Jos moduladores inmunológicos, hoy en día es posible fabricar 
incluso vacunas utilizando la ingeniería genética. 


Y ¿Porqué estan importante en ocasiones utilizar un hospeda- 
dor estrechamente relacionado con las seres humanos para 
producir proteínas que зе apliquen a fines terapéuticos? 

4 Explique las razones por las que las vacunas recombinantes 
podrían ser más seguras que algunas vacunas producidas 
por los métodos tradicionales. 


Ingeniería genética en plantas 
colas 


La mejora genética de las plantas ha sido siempre una tarea 
lenta y dificil, pero la tecnología del DNA recombinante 
promete cambios revolucionarios. Hoy en día es posible 
utilizar técnicas genéticas ín vitro para modificar un DNA 
vegetal y, a continuación, transformar las células vegetales 
соп DNA libre mediante electroporación o рог el métodí 

del disparador de partículas (véase Sección 10.6 y Sección 
31.2), о bien utilizando vectores procedentes de la bacteria 
Agrobacterium tumefaciens, que puede transferir DNA di- 
rectamente a ciertas plantas (vénse Sección 19.21). Es posible 


utilizar técnicas de cultivo de tejidos vegetales para selec- 
cionar clones de células vegetales que hayan sido genét 
camente alteradas utilizando técnicas in vitro y, a conti- 
nuación, mediante tratamientos adecuados, inducir estos 
cultivos celulares a que produzcan plantas completas que 
puedan propagarse de forma vegetativa o por semillas. 

Las plantas que resultan de estas manipulaciones genó- 
ticas їп vitro suelen recibir el nombre de organismos ge- 
néticamente mı idos (СМО, Genetically Modified 
Organisms), o plantas GM. Curiosamente, los organismos 
cuyas modificaciones se han realizado mediante métodos 
más tradicionales іп viv no suelen diseñarse de esta for- 
та, y la mayor parte de los organismos que se utiliza en la 
industria, la agricultura y la medicina se han manipulado 
genéticamente. La diferencia estriba en que los que se han 
aislado después de utilizar técnicas їп vitro contienen con 
frecuencia genes de otros organismos, es decir, son orga- 
nismos transgénicos. Aunque las técnicas para generar 
plantas transgénicas o animales transgénicos son esencialmente 
las mismas que las que se utilizan para generar microorga- 
nismos que expresan genes foráneos, el uso del término 
organismos transgénicos» se limita a los organismos mul- 
ticelulares. En esta sección veremos la forma еп la que el 
gen foráneo (a menudo denominado transgen) se inserta en 
el genoma de una planta, así como el modo en el que se uti- 
lizan las plantas transgénicas. 


Vectores para clonar en plantas 

La bacteria fitopatógena Gram negativa Agrobacterium Hu- 
mefaciens contiene un gran plásmido denominado plásmido 
Ti, que es responsable de su virulencia. El plásmido contie- 
ne genes que movilizar el DNA para transferirlo a la plan- 
ta (para obtener detalles sobre el proceso de evolución de 
la enfermedad y los mecanismos genéticos, véase la Sección 
1921), El segmento del DNA del plásmido Ti que de hecho 
se transfiere a la planta recibe el nombre de T-DNA, Las se- 
cuencias de los extremos del T-DNA son esenciales para la 
transferencia y el DNA que se va a transferir debe estar en- 
tre estos extremos. Se ha construido un tipo de vector que se 
utiliza para transferir genes a plantas y se denomina vector 
binario. La palabra binario significa que «consta de dos par- 
tes» y un plásmido binario implica el uso de dos plásmidos; 
uno es el vector real en el que зе planta el DNA foráneo. Este 
vector contiene dos extremos del T-DNA а cada lado del si- 
tio que se utiliza рага la clonación, así como un marcador de 
resistencia a los antibióticos que puede utilizarse en plantas. 
También contiene un origen de replicación que puede re- 
plicarse tanto en Agrobacterium tumefaciens como en Escheri- 
Chin coli (este último sirve como hospedador para trabajos 
de clonación), así como otro marcador de resistencia a los 
antibióticos que se expresa en las bacterias (éase Figura 
31.11). El DNA que debe clonarse se inserta en el vector, que 
a continuación se transforma en Escherichia сой. Acto segui- 
do se transfiere a Agrobacterium tumefaciens (normalmente 
por conjugación; véase Sección 1059). 

Este vector de clonación no contiene los genes necesa- 
rios para transferir el T-DNA a una planta, por lo que el 
Agrobacterium tumefaciens en el que se transfiera debe con- 
tener el otro miembro del sistema de vector binario. Este 
otro plásmido contiene la región de virulencia (ir) de un 
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ө) Planta completa 


Producción de plantas transgénicas utizando Agro- 
bacterium tumefaciens. (a) Vector generalizado de clonación en plantas. 
que contiene extremos de T-DNA (en rojo). ОМА foráneo (en arnarilo), sie- 
menos de origen de replicación tanto para Escherichia col como para 
Agrobacterum tumefaciens, y marcadores de resistencia ala espectno- 
тга у a la kanamicina. El marcador de resistencia a la kanamicina pue- 
de seleccionarse en plantas (o) El vector puede ponerse dentro de cêkılas 
de Escherichia сой con fines de clonación у, a continuación, iransterirse ha 
Agrobacterium tumefaciens por conjugación. (c) El plásmico residente Ti. 
que se usa para transfert el vector a la planta (D-T), se somete a ingeniería 
genética para elíminar genes clave implicados en a patogensidad. id) Sin 
embargo, D-T puede moviliza la región T-DNA del vector para realizarla 
transferencia a las сёМав vegetales que han crecido en cultivos de tegdos. 
A partir de una célula recombinante se pueden regenerar plantes completas. 


plásmido Ti, pero está «desarmado». Aunque puede dirigir 
la transferencia de DNA en una planta, ya no tiene genes 
que provoquen una enfermedad. Este plásmido desarma- 
do, D-Ti, proporcionará todos los genes necesarios para 
transferir el T-DNA desde el vector de clonación. El DNA 
clonado y el marcador de resistencia a la kanamicina del 
vector pueden movilizarse mediante el plásmido D-Ti y 
transferirse a una célula vegetal (véase Figura 31.11). Tras la 
recombinación con un cromosoma del hospedador, el DNA 
foráneo puede expresarse y conferir así nuevas propiedades 
a la planta. Muchos genes no se expresan de manera eficaz 
еп las plantas, a menos que se clonen en un vector de expre 
sión que contenga un promotor vegetal. Entre los promoto- 
res quese han utilizado para la construcción de vectores de 
expresión vegetales se incluyen los que se encuentran nor- 
malmente en el T-DNA y un promotor del virus del mosaico 
dela coliflor, un virus de plantas con DNA (néase Tabla 9.1). 
El uso de Agrobacterium tumefaciens ha permitido la cre- 
ación de varias plantas transgénicas, Bien es verdad que se 
han obtenido más éxitos con plantas herbáceas (dicotile- 
dóneas), tales como el tomate, la patata, el tabaco, la soja, la 
alfalfa y el algodón, pero Agrobacterium tumefaciens también 
se ha utilizado para producir dicotiledóneas leñosas, como 
puede ser el nogal o el manzano, Los cultivos de plantas 
transgénicas de la familia de las gramíneas (monocotiledó- 
neas) han sido más difíciles de generar utilizando Agrobuc- 
terium tumefaciens, pero parece que puede conseguirse bue- 
по» resultados con otros métodos de introducción del DNA, 
сото es el disparador de partículas (vénse Sección 31.2) 


Aplicaciones en biotecnología vegetal 

Las principales áreas de investigación para mejorar la genê 
tica de las plantas son la resistencia a los herbicidas, a los in- 
sectos y a las enfermedades microbianas, así como la mejo- 
ra de la calidad del producto. Durante los últimos diez años 
se han realizado más de 1000 experimentos de campo dise 
tintos sobre más de 30 especies de plantas diferentes. La pri- 
mera cosecha genéticamente codificada (cosecha GM) que 
se comercializó fue una plantación de tabaco de China, en 
el año 1992. Por su parte, en el año 2002 ya había más de 100 
millones de acres (44 millones de hectáreas) de cosechas ge- 
néticamente modificadas esparcidas por todo el mundo, De 
éstas, el 58% eran plantaciones de soja, el 23%, de cereales, el 
12%, de algodón y el 16% restante, de canola. Casi todas las 
cosechas de soja y canola GM plantadas eran resistentes а 
los herbicidas, mientras que las de cereales y algodón eran re- 
sistentes a los herbicidas, a los insectos о а ambos. 


Resistencia a los herbicidas 

La resistencia a los herbicidas puede obtenerse sometiendo 
a ingeniería genética la cosecha que ya no responde a los 
agentes químicos tóxicos, Muchos herbicidas actúan inhi- 
biendo una de las enzimas principales de la planta o una 
proteína necesaria para el crecimiento. Por ejemplo, el her- 
bicida glifosato mata las plantas, puesto que inhibe la acti- 
vidad de una enzima necesaria para sintetizar aminoáci- 
dos aromáticos, Este tipo de herbicidas mata tanto las malas 
hierbas como las plantas de los diferentes cultivos y, en con- 
secuencia, debe usarse como un herbicida preemergente, 
es decir antes de que éstos empiecen a crecer, Sin embargo, 
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| ошта зт.12 G oiogaña тонга una porcion de un campo de 
plantación de soja que se ha tratado con Roundup, un herbicida deri- 
vado del glifosato, fabricado өп Monsanto. Las plantas dela derecha 
Son sojas normales, mientas que las de la izquierda зе han sometido 
ıa ingenieria gnática para expresar resistencia al омо. 


algunas bacterias contienen una enzima que es resistente 
al glifosato de forma natural. Se ha clonado un gen que co- 
difica una enzima resistente del Agrobacterium, se ha mo- 
dificado para que se pueda expresar en plantas y se ha 
transferido a plantas. Cuando se las pulveriza con el her- 
bicida, las plantas que contienen el gen bacteriano crecen 
Че! mismo modo que las plantas control que no se han pul- 
verizado (véase Figura 31.12). Monsanto Company ha des- 
arrollado sojas que expresan la resistencia al glifosato, 


Resistencia a los insectos y a los virus 

También se han introducido nuevos medios de resistencia 
a los insectos en las plantas mediante métodos genéticos. 
Uno de los que más se ha utilizado ha sido el gen de la pro- 
teína tóxica Bacillus thuringiensis. Este organismo produce 
una proteína cristalina (véase Sección 12.20), llamada toxina- 
Bt, que es tóxica para las larvas de las polillas y de las ma- 
riposas. Además, algunas cepas de esta proteína producen 
proteínas adicionales tóxicas para las larvas de escarabajos 
y moscas, así como para los mosquitos. Los biotecnólogos 
están siguiendo en la actualidad diversos métodos a fin de 
mejorar el uso de la toxina-Bt y controlar así las plagas de 
las plantas, 

Uno de estos métodos consiste en desarrollar una úni- 
са toxina-Bt que resulte eficaz frente a muchos insectos dis- 
tintos. Esto puede conseguirse por el hecho de que la pro- 
teína tiene dominios separados para su especificidad y para 
su función tóxica. El dominio tóxico está altamente conser- 
vado en todas las toxinas-Bt. Los expertos en ingeniería ge- 
nética pueden crear un gen que codifique una toxina-Bt, 
que lleve un dominio tóxico y varios dominios de especifi- 
cidad diferentes. En la Sección 31.5 hablamos de la forma en 
la que tendríamos que modificar un gen a partir de un euca- 
riota superior antes de que se pudiera expresar con eficacia 
en una bacteria. En ocasiones también es preciso modificar 
los genes bacterianos antes de expresarlos en un eucariota. 


Por ejemplo, los genes bacterianos pueden contener se- 
cuencias que provoquen una escisión accidental del mRNA; 
también puede ocurrir que el uso de codones no se haya 
realizado por la vía adecuada. Debido a todas las modifi- 
caciones necesarias, los genes de la toxina-Bt que se utilizan 
en la actualidad suelen ser completamente sintéticos, 

Un método muy eficaz para conseguir la expresión y la 
estabilidad del gen consiste en transferir este gen directa- 
mente al genoma de la planta. Por ejemplo, se ha clonado 
el gen de una toxina-Bt natural en un plásmido vector bajo 
el control del promotor del rRNA del cloroplasto y se ha 
transferido a cloroplastos de plantas de tabaco mediante el 
bombardeo de partículas. Con este método, se han obteni- 
do plantas que expresaban esta proteína a niveles que eran 
extremadamente tóxicos para las larvas de un buen núme- 
то de especies de insectos (vénse Figura 31.13). 

Con todo, se sabe que hay insectos que han adquirido 
resistencia a la toxina-Bt. La resistencia a insecticidas y fun- 
gicidas es un problema muy habitual en la agricultura, y el 
hecho de que se haya fabricado un producto con ingeniería 
genética no le confiere propiedades mágicas. Esto demues- 
tra que es preciso utilizar múltiples estrategias para contro- 
lar las plagas, así como que la toxina-Bt constituye única- 
mente una de las muchas que se han desarrollado en el 
campo de la biotecnología. 

La ingeniería genética se ha utilizado también para pro- 
teger las plantas frente a las infecciones víricas, Por ejemplo, 


® 


ШЛТТЕЕЕ] E panei a) muestra resutados de dos ensayos ds- 
tintos para determinar el efecto de las larvas de la oruga negra sobre ho- 
рз de tabaco de plantas normales. El panel (b) muestra los resultados de 
ensayos similares, pero utilzando hojas de tabaco recogidas de plantas 
de tabaco transgénicas, que expresan la toxina-Bt en sus cloroplastos. 
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зе ha descubierto que las plantas transgénicas que expresan 
el gen de la cubierta de la proteína de un virus se hacen re- 
sistentes a la infección con ese virus, Aunque se desconoce 
el mecanismo de resistencia, parece que la presencia de la 
proteina de la cubierta de virus en las células vegetales in- 
fluye en la pérdida de la cubierta (decapsidación) de las 
partículas víricas, lo que su vez parece interrumpir el filtro 
de replicación del virus. 


Otros usos de la biotecnología vegetal 

No toda la ingeniería genética está dirigida a obtener plan- 
tas resistentes a las enfermedades, La ingeniería genética 
puede utilizarse de muchas maneras para desarrollar ce- 
pas mutantes de plantas con características deseadas. Por 
ejemplo, el primer alimento genéticamente modificado que 
salió a la venta en los Estados Unidos fue un tomate que 
tardaba más en estropearse. Además, las plantas transgé- 
nicas pueden someterse a ingeniería genética para conse- 
guir productos comerciales farmacéuticos, tal como se ha 
hecho con los microorganismos (wase Sección 31.6) y los 
animales (véase Sección 31.8). Las plantas cultivadas, tales 
como el tabaco o los tomates, se han sometido a ingeniería 
genética para conseguir productos distintos, tales como la 
proteína humana interferón. Las plantas transgénicas cul- 
tivadas pueden utilizarse para producir anticuerpos ani- 
males de forma eficaz y barata, que reciben en ocasiones el 
nombre de «planticuerpos». Éstos anticuerpos tienen un 
cierto potencial como agentes anticancerigenos o antiviri- 
cos, y algunos de ellos se encuentran en actualidad en el 
estadio de ensayos clínicos. 

Los hospedadores vegetales pueden ser útiles para sin- 
tetizar estos tipos de productos, no sólo porque las plantas 
modifican las proteínas correctamente, sino porque, ade- 
más, las plantas cultivadas pueden crecer y recolectarse con 
elevados rendimientos. 

También se están desarrollando plantas de cultivo para 
la producción de vacunas. Por ejemplo, se ha fabricado por 
ingeniería genética un virus del mosaico de tabaco recom- 
binante cuya cubierta contiene antígenos de Plasmodium 
ийм, el organismo que causa la malaria (vase Sección 27 5). 
Esle Virus recombinante podría utilizarse para desarrollar 
una vacuna contra la malaria, que fabricae en gran- 
des cantidades a muy bajo coste sólo con recolectar el tabaco 
que crece en los campos. Otro método muy interesante con- 
siste en producir una vacuna en un producto vegetal co- 
mestible, Estas vacunas comestibles se encuentran en proce 
so de desarrollo, pero podrian ofrecer inmunización frente 
a enfermedades causadas por bacterias entéricas, incluidos 
el cólera y la diarrea (véase Sección 28.5). 

Aunque la aceptación de las cosechas genéticamente 
modificadas sigue siendo muy alta en los Estados Unidos, 
recientemente han surgido preocupaciones al respecto, al- 
gunas de ellas procedentes de la identificación en alimen- 
tos humanos de cereales GM aprobados únicamente como 
alimento animal. En Europa esto ha despertado una ex- 
pectación considerable en la opinión pública, de manera 
que algunos países han considerado la posibilidad de pro- 
hibir las cosechas GM o de elaborar una legislación que 
haga que todos los alimentos GM estén correctamente eti- 
quetados. Esto significa, pues, que la ciencia y la viabilidad 


comercial potencial no garantizan siempre la aceptación 
рог parte del público. De hecho, la preocupación de la opi- 
nión pública ha hecho que las cantidades de acres planta- 
dos con cosechas GM hayan descendido o incluso se hayan 
interrumpido por completo. 


Y з 


Revisión de conceptos 


La ingeniería genética se está empleando para crear plantas re 
sistentes a las enfermedades, para mejorar la calidad del pro- 
ducto, y para utilizar las plantas de cultivo como fuente de pro- 
teínas recombinantes о incluso de vacunas. Uno de los vectores 
de clonación que más se usa con las plantas es el plásmido Ti de 
la bacteria Agrobacterium tumefaciens. Este plásmido puede trans- 
ferir DNA a células vegetales, Las plantas cuyo genoma se ha. 
modificado utilizando técnicas genéticas in vitro reciben el nom- 
bre de microorganismos genéticamente modificados o СМО (por sus 
siglas en inglés). 

4 ¿A qué forma de transferencia de genes bacterianos se par 
rece más la transferencia de DNA por parte del plásmido Ti 
(ёге Capítulo 10)? 

¿Qué es una planta transgénica? 


Ingenieria genética en animales 
en humana 


En esta sección mostraremos tan sólo algunos de los mu- 
chos usos que puede tener la ingeniería genética en la ge 
nética animal y humana. Algunas de estas aplicaciones ве re- 
бегеп а la producción de sustancias, pero la mayoría de ellas 
pretenden comprender mejor la función génica de los ma 
miferos, o incluso curar o tratar enfermedades genéticas, 


Animales transgénicos 
Con el uso de la tecnología del DNA recombinante y las 
técnicas de microinyección para administrar genes clonados 
а huevos fertlizados, se han expresado muchos genes fo- 
ráneos tanto en animales de laboratorio como en especies 
animales importantes para las industrias comerciales, Estos 
animales reciben el nombre de animales transgénicos y cada 
vez tienen más importancia en la investigación biomédica 
básica que pretende estudiar la regulación genética y la bio- 
logía del desarrollo. No obstante, también resultan intere- 
santes muchos otros aspectos aplicados de los animales 
trans, 

Uno de los métodos seguidos en este campo consiste en 
mejorar la productividad о la resistencia a las enfermeda- 
des del animal, como también ocurre en el caso de las plan- 
tas transgénicas usadas en la agricultura. Sin embargo, los 
animales transgénicos también se están utilizando para 
Producir proteínas de valor farmacéutico (un proceso que 
algunos científicos denominan con el término inglés phat- 
ming). Los animales transgénicos pueden resultar útiles 
Para producir proteínas humanas que requieren modifica- 
ciones específicas postraduccionales para tener actividad, 
como sucede con algunas enzimas de coagulación sanguf- 
nea, ya que los microorganismos о las plantas no son ca- 
paces de producir de forma activa muchas de las proteínas 
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тав técnicas utilizadas en genética mo- 
‘lecular y өп ingenieria genética son ùt- 
les para determinar las relaciones evolutivas 
entre organismos. De hecho, dichas técnicas 
зе ullizan hoy en día de torma habitual para 
зуу entre individuos. Este proceso ве co- 
посе con el nombre de huella dactilar del 
ОНА La huella dactilar del DNA es posible 
gracias tanto a la tecnologia que permito la 
detección precisa y la amplifcaciên de pe- 
quofas cantidades de ОМА, como por el he- 
cho de que los organismos superiores poseen 
Secuencias repetitivas de DNA que existen en 
«і genoma өп diloronte número y disposición. 
Como ya hemos visto (véaso Sección 7.4), 
los genomas do los eucariotas superiores ob- 
tenen una cantidad muy grande де DNA re- 
peliivo. Algunas de estas repeticiones se 
producen en tamiias de secuencias relacio- 
nadas dispersas por todo el genoma, por lo 
qua ha sido posible cionar y secuencar miem- 
bros de estas lamilas. Рага que sea úti con 
fines do identificación, una secuencia da DNA. 
debe poder distinguirse entre grupos distin- 
los dentro de una población de organismos. 
Se encontró que una tamilia de estas so- 
cuencias repativas no sólo variaba өп cuan- 
toa su secuencia, sino tambián өп ө! потего 
де repeticiones que se encontraban en ol 
misma во en un cromosoma determinado. 
Estas secuencias reciben el nombre de лоте- 
го variable de repotícionos tándorn (VNTR, 
Variable Number of Tandem Repaats) y algu- 
пав de ellas ве han identificado ya. 


E WIR E 


Huella dactilar del DNA 


El uso de VNTAS en la huella dactilar del 
DNA зе muestra en la Figura 1, en la que se 
presentan dos alelos diferentes (estados al- 
ternativos del mismo gen) de un cromosoma 
eucariótico, que diferen solamente en el nò- 
mero de сорав de secuencias repetidas que 
hay. Como el ОМА de VNTR se ha secuen- 
ciado, se sabe cuáles son los silos para en- 
zimas de restricción que no se encuentran 
өп un determinado VNTR. А continuación, la 
digestión con estas enzimas ега el VNTR 
completo y entero. Cuando se digiere el DNA 
de dos cromosomas con diferente nûmero 
де repeticiones оп esto locus particular, los 
ragmentos de restricción que contienen este 
ОМА difieren өп tamaño (esta diferencia se 
denomina polimorfismo de la longitud de los 
ragmentos de restricción. о RFLP, Restric- 
боп Fragment Length Polymorphism). Este 
ONA puede separarse mediante electrotoro- 
sis en gol, y los fragmentos que contienen 
VNTR pueden identficarse mediante la téc- 
nica conocida como Southern blotting (véase: 
Sección 10.12), a través dol uso de una 
¡sonda fabricada а part de la secuencia del 
VNTR clonado. Aun cuando mistan mòttipies 
alelos en una población (en lugar de dos 
сото en el ejemplo), las diferencias өп un 
solo sitio son suficientes para identificar un 
Individuo. Asi, cabría esperar que muchos in- 
мов de una población tuvieran el mismo- 
patrón en esta sito. Sin embargo, es posible 
Sondar ol DNA digerido а la vez en varios. 
marcadores de VNTR distintos. Con el uso 


Figura 1 


de estos métodos, la probabilidad de identi- 
fear un individuo particular mediante la com- 
paración de dos muestras distintas de ОМА 
өз extremadamente айа. 

Téngase en cuenta que la reacción en ca- 
бега de la polimerasa (РСЯ: véase Sección 
10.17) по necesita utilizarse en la huella dac- 
tar del DNA. Sin embargo, el uso dela РСА. 
resulta imprescindible cuando la cantidad de 
ONA de la muestra es muy pequeña (como la 
que se encuentra en las células de la raíz do 
un solo cabello). El uso de la PCR en la huo- 
а dactlar del ОМА también ве muestra en 
la figura. Para utlizar la РСА es necesario 
conocer las secuencias que rodean un silo 
particular que contiene un VNTR, de modo 
que sen posible sintetiza los iniciadores Sin 
embargo, como la РСА атриіса Unicamen- 
10 el DNA que sa encuentra entro los піса- 
Gores, по өв preciso cortar ol ОМА con 
enzimas de restricción antos do introducino 
en un gel. Con una cantidad suficionto de c+ 
dos de ampllicación, en ocasiones también 
өз posible detectar las bandas generadas рог 
la PCR simplemonto tnendo los gelas, en 
Jugar de utlizar una sonda de hibridación. 

Los VNTR no están limitados а organis- 
mos superiores. El genoma del Bacillus anth- 
facis, la especio de bacteria que causa la 
enfermedad conocida como carbunco (ulasa 
¡Sección 25.11) contiene varios VNTR diie- 
rentes. Esto permite identifica y rastrear las 
cepas que se utlizan como armas Боб 
0 


Huella dactilar del ONA. (a) Se ana- 


izan los alelos de la región de un solo cromoso- 
ma. Los sielos diferen Unicamente en al numero 
е repeticiones del VNTR. El DNA procedente de 
las células que contienen estos cromosomas 
puede cortarse con la enzima de restricción 
EcoRI (pero corta en el VNTR) y los fragmentos 
зе separan en un gol de agarosa. Los fragmen- 
tos que contienen el VNTR se identifican dos- 
pués del Souther blotting mediante hibridación 
con una sonda especifica para el VNTR. La figu- 
ra muestra únicamente el resultado de los indi- 
viduos cuyos dos cromosomas tienen alelos 
distintos en este sitio. Si ol individuo бепе el 
mismo alelo en ambos cromosomas, sólo se ob- 
serva una sola banda. fb) Los mismos alelos, 
pero con iniciadores que podían utilizarse para 
amplificar los segmentos de VNTR mediante la 
POR. Los productos de la reacción PCR pueden 
cargarse directamente en el gel sin realizar una 
digestión con enzimas de restricción. 


Digerir al ONA, 
cargar en gel 
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INERÍA GENÉTICA Y BIOTECNOLOGÍA 


de еме tipo. Asimismo, algunas proteínas se han sometido 
a ingeniería genética рага que sean secretadas a la leche del 
animal, de modo que puedan recogerse y elaborarse fácil- 
mente. Entre estas proteínas figura la a-Lantitripsina (usa- 
Ча para tratar enfermedades pulmonares), producida por 
las ovejas, y el activador tisular del plasminógeno (usado 
para disolver coágulos), producido por las cabras. La pro- 
ducción de animales transgénicos para la investigación 
científica y con fines comerciales continúa siendo una im- 
portante tarea de la biotecnología. 


Genética humana 

La genética convencional, que implica cruces genéticos о 
mutogenesís, по puede hacerse con seres humanos. Por lo 
tanto, hasta la revolución que provocó la ingeniería gené- 
tica nuestro conocimiento de la genética humana se en- 
contraba muy рог detrás de nuestro conocimiento acerca 
de la genética Че muchos otros organismos. Una descrip- 
ción detallada sobre la genética humana superaría el ámbito 
Че este libro, si bien podemos hacer algunas consideracio- 
nes generales acerca de la utilidad de la tecnología del DNA 
recombinante. 

En el Capítulo 15 mencionamos que en el año 2000 se 
consiguió un primer borrador de la secuencia del genoma 
humano, Bien es verdad que aún queda una gran cantidad 
de trabajo por hacer antes de completar todas las secuen- 
cias, pero este borrador facilita considerablemente los estu- 
dios que intentan comprender la estructura y el funciona- 
miento de los genes humanos. En cualquier caso, y al igual 
que sucede con otras áreas de la genómica, la secuencia del 
genoma humano tendrá multitud de aplicaciones: 

En la actualidad ya se están utilizando técnicas de in- 
geniería in vitro para identificar individuos en un proceso 
llamado huella dactilar del DNA (consultar el recuadro so- 
bre la huella dactilar del DNA). Uno de los objetivos prin- 
cipales de la secuenciación del genoma humano es com- 
prender mejor las enfermedades genéticas. Por ello, algunas 
de las aplicaciones de la ingeniería genética del genoma hu- 
mano están encaminadas a tratar algunas enfermedades 
humanas. 

Hasta la fecha se conoce un gran número de enferme- 
dades genéticas pero, a excepción de algunos casos, hasta 
hace muy poco no se sabía apenas nada de su base mole- 
cular. Mediante el uso de la tecnología del DNA recombi- 
nante, unido а los estudios genéticos convencionales (de 
acuerdo con la herencia familiar, etc.), es posible localizar 
defectos concretos en cromosomas determinados y en ubi- 
caciones concretas de dichos cromosomas. Con el uso de la 
tecnología del DNA recombinante, es posible clonar la re- 
gión que contiene el defecto genético para, a continuación, 
realizar comparaciones entre la secuencia básica del gen 
normal y el gen defectuoso, A partir de dichos estudios, 
aun cuando no se conozca el defecto enzimático, ha sido 
posible obtener información acerca del cambio genético. 
Muchos genes, incluidos los de la enfermedad de Hun- 
tington, la fibrosis quística o la distrofia muscular de Du- 
chenne, se han localizado con estas técnicas, lo que ha per- 
mitido identificar las mutaciones de los genes defectuosos 
identificados. 


Terapia génica 

La ingeniería genética se emplea para intentar conseguir 
un tratamiento рага algunas de estas enfermedades, utili- 
zando la llamada terapia génica. En la terapia gênica se 
amplifica un gen no funcional o disfuncional, o se reem- 
plaza por un gen funcional. No toda la terapia génica esta 
diseñada para el tratamiento de enfermedades genéticas; 
de hecho, se ha realizado un considerable esfuerzo para es- 
tablecer algún protocolo que permita tratar el cáncer. Los 
obstáculos más importantes que presenta este método sur- 
gen al tratar de encontrar las células correctas para la tera- 
pia génica, así como al intentar transfectar con éxito líneas 
celulares que perpetúen la alteración genética, 

La primera enfermedad genética para la que ве utilizó 
una técnica aprobada de terapia génica fue una grave defi- 
ciencia inmunitaria combinada, que tiene su causa en la de- 
ficiencia de adenosinadeaminasa (ADA), una enzima que 
participa en el metabolismo de las purinas de la médula 
ósea. El procedimientos consistía en utilizar un retrovirus 
сото vector para insertar una copia correcta del gen de 
АРА en los linfocitos T (células que forman parte del sis- 
tema inmunitario; véase Sección 22) recogidos del paciente 
para, a continuación, colocar estas células «corregidas» en 
el cuerpo (el retrovirus también lleva un gen marcador de 
resistencia a la neomicina, por lo que las células que llevan 
el retrovirus insertado pueden seleccionarse e identificarse). 
Сото los linfocitos T tienen una vida limitada, es necesa- 
rio repetir la terapia todos los mesos, o al menos cada dos 
meses, Se están realizando intentos para insertar el реп en 
las células germinales de la médula ósea (que continúan di- 
vidiéndose) y efectuar una verdadera curación de la enfer- 
medad. 

En la actualidad se están comprobando otros trata- 
mientos de terapia génica, algunos de los cuales usan otros 
virus como vectores, Desde el primer experimento de tera: 
pia génica realizado con ADA en 1990, no hubo avances 
prácticos notables hasta el año 2000. Otra forma de defi- 
ciencia inmunitaria combinada, que implica un gen distin- 
to, se trató con éxito en tres pacientes distintos, Parece po- 
sible que esta forma tan extraña de la enfermedad pueda 
tratarse con éxito utilizando la terapia génica. Aunque la 
terapia génica tiene un potencial práctico tremendo, la má» 
yor parte de las aplicaciones sigue siendo tan sólo un pro- 
yecto en la distancia. 

Algunas de las dificultades que existen en la actuali- 
dad se encuentran relacionadas con los vectores que se es- 
tán utilizando, Aunque la transducción que utiliza vecto- 
res de retrovirus ofrece una integración estable del gen, el 
sitio de inserción no se puede predecir, la cantidad de DNA 
clonado es limitada y la expresión del gen clonado es a me- 
nudo transitoria, Los vectores también tienen una capaci- 
dad de infección limitada, por lo que quedan desactivados 
rápidamente dentro del hospedador. Muchos vectores que 
по proceden de retrovirus, tales como el vector del adeno- 
virus (véase Sección 16), tienen problemas similares; ade- 
más, las reacciones adversas al vector pueden constituir 
un grave problema. Los vectores más prometedores inclu- 
yen los cromosomas humanos artificiales y las versiones 
altamente modificadas del virus del SIDA (unse Secciones 
9.12 y 16.14). 
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Es importante señalar que en los protocolos que se es- 
tán comprobando el gen defectuoso no se reemplaza. En su 
lugar, el retrovirus, y la copia correcta del gen, simplemente 
se integran en algún lado del genoma humano de estas cé- 
lulas. La sustituciones reales de los genes en las líneas celu- 
lares germinales (células que dan lugar a gametos) pue- 
Чеп realizarse con algunos mamiferos, aunque las técnicas 
de aislamiento de animales individuales con estos cambios 
по pueden aplicarse sin más en humanos, Además, los in- 
tentos de cambiar las células germinales de un individuo 
levantarían muchas cuestiones éticas y sociales más allá 
de las simples preguntas relativas al protocolo del experi- 
mento, 


Preguntas de repaso 


/ 31.8 Revisión de conceptos 


La ingeniería genética puede utilizarse para desarrollar anima- 
les transgénicos capaces de producir proteínas de valor farma- 
céutico. Las técnicas de ingeniería genética también se aplican 
рага identificar individuos utilizando la huella dactilar del 
DNA. Una de las grandes promesas de la ingeniería genética es 
la terapia génica, que permite crear copias correctas de un gen 
en un individuo para tratar una enfermedad genética humana, 


y ¿En qué consiste el fenómeno conocido como pharming? 


Y Una persona tratada con éxito con la terapia génica seguirá 
teniendo una copia defectuosa del gen, Explique por qué. 


1. La ingeniería genética depende de muchas técnicas ge- 
néticas ín vitro distintas. Describa las técnicas que se 
utilizan en la clonación molecular. Incluya en su des- 
eripción los términos «vector de clonación», «endo- 
nucleasas de restricción» y «transformación» 

2. La técnica conocida сото PCR tiene numerosas apli- 
caciones en la ingeniería genética. ¿Qué significan las 
letras del acrónimo? Describa la forma en la que se lle- 
va a cabo la PCR. 

xplique las similitudes y las diferencias que existen 

entre vectores de expresión, vectores lanzadera y vec- 
tores de integración. 

4. ¿Qué es un gen indicador? 

5. Explique las razones por las que el uso de un inte- 
rruptor regulador es conveniente para la producción a 
gran escala de una proteína 


icios prác 


6. ¿Cómo se ha utilizado el bacteriófago T7 para expre- 
Sar genes foráneos еп Escherichia сой y qué caracteris- 
ticas deseables posee este sistema regulador? 

7. ¿Qué es una vacuna de subunidad y por qué las va- 
unas de subunidad se consideran un medio más se- 
guro para conferir inmunidad frente a patógenos víri- 
cos que las vacunas de virus atenuadas? 

В. {Ооё esel plásmido Ti y cómo se ha utilizado en la in- 
geniería genética? 

9. ¿En qué medida difieren las plantas y los animales 
transgénicos de las plantas y animales modificados 
mediante técnicas de cultivo o cría convencionales? 

10. ¿Qué ventajas puede tener el uso de una planta trans- 
génica frente al uso de un animal transgénico para pro- 
ducir una proteína? 


?uponga que le encargan la construcción de un plás- 

mido que puede utilizarse para la clonación molecu- 
lar en un organismo de interés industrial. Haga una 
lista de las características que debe tener este plásmi- 
do, Enumere los pasos que tendría que dar para desa- 
rrollar este plásmido. 

2. Suponga que acaba de determinar la secuencia básica 
del ОМА de un promotor especialmente fuerte en Es- 
cherichia coli y que está interesado en incorporar esta se 
cuencia en un vector de expresión. Describa los pasos 
que daría. ¿Qué precauciones serían necesarias para 
asegurarse de que este promotor funciona realmente 
сото se espera en su nueva ubicación? 

3. La creación de bibliotecas de СОМА a partir de células 
que se han sometido a una respuesta reguladora con- 
creta puede ser un potente método para detectar los ge- 
nes implicados. Sin embargo, hasta la fecha ha sido mu- 
cho más fácil aislar el mRNA que no está contaminado 
соп otros tipos de RNA (por ejemplo, rRNA y (RNA) de 
los eucariotas que de los procariotas. La técnica utiliza- 


da en los eucariotas es «positiva», puesto que el mRNA 
se aísla directamente. En los procariotas, las técnicas im- 
plican la eliminación de otros RNA, Describa la forma en 
la que aíslaría el MRNA de los eucariotas, ¿Por qué este 
método по se utiliza con el mRNA procariótico? 

4. Acaba de descubrir una proteina en los ratones que pue- 
de ser una cura eficaz para el cáncer, pero está presente 
únicamente en cantidades extremadamente pequeñas, 
Describa los pasos que daría para obtenerla producción 
де esta proteína en Escherichia coli. Si la proteína produ- 
cida en Escherichia coli demuestra ser sólo mínimamen- 
te eficaz en los ensayos clínicos, ¿qué haría para encon- 
trar una proteína que tuvieran un eficacia mayor? 

5. La terapia génica se utiliza para tratar a personas que 
tenen una enfermedad genética y, en caso de tener éxi- 
to, para curarlas. Sin embargo, estas personas segui- 
rán transmitiendo la enfermedad a su descendencia, 
Explique las razones, ¿Por qué cree que esto pueda ser 
un área de investigación que no atraiga tanto como el 
tratamiento del individuo? 


Apéndice 1 


Cálculos de energía en bioenergética microbiana 


La información contenida en este Apéndice pretende servir 
de ayuda para calcular los cambios de energía libre que 
acompañan a las reacciones químicas que realizan los mi- 
eroorganismos. Comienza con definiciones de los términos 
que se requieren para realizar tales cálculos y considera 
después cómo se necesita conocer el potencial redox, el 
equilibrio atómico y de carga, y otros factores, para resol- 
ver adecuadamente problemas de energía libre. 


Definiciones 

AG? = cambio de energía libre estándar de la reacción 

a 1 atm de presión у 1 М de concentración; AG = cam- 

bio de energía libre bajo las condiciones especificadas; 

AG = cambio de energía líbre bajo condiciones estándar 

apH7. 

2. Cálculo de АС" para una reacción química a partir de 
la energía libre de formación, AG? de sustancias reac 
cionantes y productos: 


АС" = Y AG} (productos) ~ Х AG) (reaccionantes) 


Es decir, sumar la G? de los productos, sumar la G? de 
los reaccionantes y restar el último valor del primero. 

3. Conversión de condiciones estándar (pH 0) a condi- 
ciones bioquímicas (рН 7) en reacciones de producción 
de energía que incluyen H`: 


АС" = AG? + т AGAH") 


donde т es el número neto de protones en la reacción 
(т es negativo cuando se consumen más protones de 
los que se forman) у Су (H`) es la energia libre de for- 
mación de un protón a pH 7 = -39,87K] a 25°С. 

4. Efecto de la concentración sobre AG: con sustratos so- 
lubles, la relación entre las concentraciones de los pro- 
ductos formados у дедов sustratos exógenos usados es 
normalmente igual o mayor que 10? al principio del 
crecimiento e igual o menor que 1072 al final del creci- 
miento, A partir de la relación existente entre AG y la 
constante de equilibrio (vénse punto 8) se puede calcu- 
lar que en situaciones prácticas el cambio, de energía li- 
bre difiere, cuando mucho, en 11,7 К} del cambio de 
energía libre bajo condiciones estándar, es decir, en una 
cantidad más bien pequeña, por lo que como primera 
aproximación se puede usar la energía libre estándar 
en la mayor parte de los casos. Sin embargo, con Н. 
como producto, la presencia de bacterias consumidoras 
de H puede mantener la concentración de Н, tan baja 
que el resultado final de la energía libre se vea signifi- 
cativamente afectado. Por ejemplo, en la fermentación 
de etanol a acetato y Н, (C¿H¿OH + Н.О CHO; + 
2H, + Н") la AG” a 1 atm de H, es 9,68 kJ pero a 10-* 
atm de Н; es - 36,03 KJ. Por consiguiente, en presencia 
de bacterias que consumen H;, la fermentación de eta- 
nol se vuelve útil (véase también punto 9), 

5. Potenciales de reducción: convencionalmente, las ecua- 
ciones redox se escriben en la dirección oxidante + ne 
— reductor (es decir, como reducciones), donde п es el 
número de electrones transferidos. El potencial están- 


dar (E) del hidrógeno, 2H" + 2e” — Ho se fija por de- 
finición como V a 1,0 atm de presión de gas Hz Y LOM 
Н? a 25°C. E, es el potencial estándar de reducción а 
pH 7. Véase también la Tabla A1.2. 

6. Relación entre la energía libre y el potencial de reduc- 
ción: 


AG” = -nF AE, 


donde п es el número de electrones transferidos, Fes la 
constante de Faraday (968 KJ/V), y E) es el valor re- 
sultante de restar del AE; del par que acepta los elec- 
trones el E; del par donador de electrones, 

7. Constante de equilibrio, К. Para la reacción general 
аА + B= C + dD, 


ср 
ar 


donde A, В, C y D representan reaccionantes y pro- 
ductos y a, b, с y d el número de moléculas en cada caso, 
Los paréntesis indican concentraciones. Esto sólo se 
cumple cuando el sistema químico está en equilibrio. 

8. Relación entre la constante de equilibrio, K, y el cambio 
de energía libre. A temperatura y presión Constantes, 


AG = АС? + RTINK 


donde R es una constante (8,29 ] /mol/K) y Tes la tem- 
peratura absoluta (К). 

9. Dos sustancias pueden reaccionar en una reacción re- 
dox incluso si sus potenciales estándar no son favora- 
bles con tal de que las concentraciones sean las apro- 


piadas. 


Supongamos que la forma reducida de A cede nor- 
malmente electrones a la forma oxidada de B. Sin embar- 
go, si la concentración de la forma reducida de A fuera baja 
y la concentración de la forma reducida de В fuera alta, se 
ría posible que la forma reducida de B cediera electrones a 
la forma oxidada de A. Por tanto, la reacción tendría lugar 
еп dirección opuesta a la predicha a partir de los potencia- 
les estándar. Un ejemplo práctico de esto es la utilización de 
Н” como aceptor de electrones para producir Ha, Normal- 
mente, la producción de H, por bacterias fermentativas no 
es grande debido a que Н? es un aceptor débil de electr 
nes; el Е; del par 2H" /H, es -0,42 V. Sin embargo, sí la 
concentración de H, se mantiene baja por una extracción 
continua (un proceso que pueden hacer los procariotas me- 
tanogénicos, que usan H; + CO, para producir metano, 
CH, o muchos otros anaerobios capaces de consumir Н; 
anaeróbicamente), el potencial será más positivo y enton- 
сез Н” servirá como un aceptor de electrones adecuado. 


Estado o número de oxidación 

1. El estado de oxidación de un elemento en una sustan- 
да elemental (como por ejemplo Hy, Оз) es cero. 

2. Elestado de oxidación del ion de un elemento es igual al 
de su carga (por ejemplo, Ha" = +1; Fe™ = +3; 0- 
=-2. 


A-2 ® APÉNDICE 1 = CÁLCULOS DE EMERGÍA EN BIOEMERGÉTICA MICROBIANA 


3. La suma de los números de oxidación de todos los áto- 
mos en una molécula neutra es cero. Así, Н.О es neu- 
tra porque tiene dos Н con +1 cada uno y un O con —2. 

4, En union, la suma de los números de oxidación de to- 
dos los átomos es igual a la carga del ion. Así, en el ion 
OH-,0(-2) + H(+1) = -1. 

En compuestos, el estado de oxidación del O es casi 
siempre —2 y el de Hes +1. 

6. En compuestos carbonados simples, el estado de oxi- 
dación de C se puede calcular sumando los átomos de 
Ну O presentes у usando los estados de oxidación de 
estos elementos сото se indica en el punto 5, ya que 
еп un compuesto neutro la suma de todos los números 
de oxidación debe ser сего, Por ejemplo, el estado de 
oxidación del carbono en el metano, CH es =4 (4 Н' 
а +1 cada uno = +4); en el dióxido de carbono, СО, el 
estado de oxidación del carbono es +4 (20 a —2 cada 
uno = 4). 

7. En los compuestos orgánicos con más de un átomo de 
С, puede que no sea posible asignar a cada átomo de С 
un número de oxidación específico, pero es útil calcu- 
lar el estado de oxidación del compuesto en su conjun- 
to, Se usan las mismas convenciones. Así, el estado de 
oxidación del carbono en la glucosa, СҮН, О, es cero 
(12Ha +1 =12:604-2= ~12) y enel etanol, C¿H,O, 
es —4 (6 На +1 = 6; un Оа =2). 

в, En toda reacción de oxidación-reducción hay un equi- 
librio entre los productos oxidados y reducidos. Para 
calcular un equilibrio de oxidación-reducción, se mul- 
tiplica el número de moléculas de cada producto por 
su estado de oxidación, Por ejemplo, en la fermenta- 
ción alcohólica hay dos moléculas de etanol a — 
y dos moléculas de CO, а +4 = +8, de modo que el ba- 
lance neto es cero. Cuando se diseñan reacciones mo- 
delo es útil calcular los equilibrios redox para estar se 
guros de que la reacción es posible. 


Determinación de balances de energía libre 

en reacciones hipotéticas 

La energía final se puede calcular a partir de las energías li- 
bres de formación de los reaccionantes y productos о a par- 
tir de las diferencias en los potenciales de reducción de las 
reacciones parciales de cesión y ganacia de electrones 


Cálculos a partir de la energía libre 


Las energías libres de formación se presentan en la Tabla 
A1.1. A continuación se indica el procedimiento para el cál- 
culo de los valores de energía libre. 


1. Ajuste de las reacciones, En todos los casos es esencial 
comprobar que la reacción de óxido-reducción acopla- 
da está equilibrada. El ajuste implica tres cosas: (a) el 
número total de átomos de cada clase debe ser idénti- 
со а ambos lados de la ecuación; (b) debe haber un equi- 
librio iónico, es decir, que cuando se añadan iones po- 
sitivos о negativos al lado derecho de la ecuación, la 
carga iônica total (positiva, negativa o neutra) equíli- 
bre exactamente la carga iónica del lado izquierdo de la 
ecuación; y (c) debe existir un ajuste en la oxidación-re- 
ducción de modo que todos los electrones cedidos por 


2 


una sustancia deben ser transferidos a otra sustancia. 
En general, cuando se ajustan las reacciones se sigue el 
orden inverso a los indicados. Normalmente, si 
los pasos (b) y (с) han sido efectuados de modo apro- 
piado, el paso (a) es automáticamente correcto. 
Ejemplos. (a) ¿Cuál es la reacción ajustada para la oxi- 
dación de H,Š a SO] con Os? Primero, determinamos 
cuantos electrones están implicados en la oxidación de 
H,Sa SO]. Esto se puede deducir fácilmente de los es- 
tados de oxidación de los compuestos, usando las re- 
glas dadas anteriormente. Como H tiene un estado de 
oxidación de +1, el estado de oxidación de 5 en HS es 
—2. Como O tiene un estado de oxidación de —2, el es- 
tado de oxidación de S en 50} es +6 (como es un ion 
hay que usar las reglas 4 y 5 del epígrafe anterior). Por 
tanto, la oxidación de Н, a SO] equivale a una trans- 
ferencia de В electrones (de —2 а +6). Como cada átomo 
О puede aceptar dos electrones (el estado de oxidación 
О en O, es cero, pero en H:O es =2) esto significa 
que se requieren dos moléculas de oxígeno molecular, 
О, para satisfacer la capacidad suficiente de aceptar 
electrones. Así, hasta ahora, sabemos que la reacción re- 
quiere 1 HS y 20, en el lado izquierdo de la ecuación, 
y 150] en el lado derecho. Para tener un ajuste iónico 
debemos tener dos cargas positivas en el lado derecho 
de la ecuación para equilibrar las dos cargas negativas 
de SO . En consecuencia, añadiremos 2H * al lado de- 
recho de la ecuación, quedando la reacción global 


HS +20,=S0] + 2H" 


Puede comprobarse que esta ecuación está también 
ajustada en lo que se refiere al número total de átomos 
de cada clase en cada lado de la ecuación. 

(b) ¿Cuál es la reacción ajustada de la oxidación de H;S 
а5О con Ре?" como aceptor de electrones? Acabamos 
de deducir que la oxidación de H,S a SO” es una trans- 
ferencia de ocho electrones, Como la reducción de Бе?” 
a Ее?” implica solo la transferencia de un electrón, se 
requerirán 8 Fe”, Hasta aquí la reacción aparecerá 
como 


HS +8 Fe" e8 Fe?" + SO] (no ajustada) 


Сото se aprecia, el equilibrio iónico no es correcto. Te- 
nemos 24 cargas positivas en la izquierda y 14 cargas 
positivas a la derecha (16+ del Fe, 2- del sulfato). Para 
igualar las cargas, añadimos 10 Н” a la derecha, de 
modo que la ecuación adquiere ahora esta forma 
HS +8 Fe eB Fe?" +10H" + SOF (noajustada) 
Para aportar los hidrógenos necesarios para Н" y el oxi- 
geno para el sulfato, añadimos 4 H;O a la izquierda y 
encontramos que la reacción queda ahora ajustada 
HS + 4H0 + 8Fe" «8 Fe" +10H* + SO] 
(ajustada) 
En general, en las reacciones microbiológicas el balan- 
ce iónico se consigue mediante adición de H+ o OH- 
al lado izquierdo o derecho de la ecuación, y como to- 
das las reacciones tienen lugar en medio acuoso, se aña- 
den moléculas de H,O donde se necesite. La adición de 
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TABLA А1.1 


Cu”, +5028 
Сы”, +6494 
Cus, өд 
Fe 7887 
ре" 46 
FCO, -67323 
FeSy 1504 

Alanina, -371,54 FeSO, -82962 

Aspartato, -7004 PES, 9259 

Ácido benzoico, -2454 Mai", -127,93 

Butirato, —352,63 Ми", 8212 

Caproato, —335,96 MnO)" -506,57 

Citrato, -1168,34 MnO, 45671 

Crotonato, ~2774 MASO,, -95532 

Cisteina, -3398 HgS, 49.02 

Etanol, 181,75 Маб, -22542 

Formaldehído, 13054 ZnS, -19840 

Formato, -351,04 

Fructosa, -91538 

Fumarato, ~604,21 

Gluconato, —11283 

Glucosa, -917,22 

Glutamato, -6996 

Glicerato, -658,1 

Glicerol, -488,52 

Glicina, -314,96 

Glicolato, -53095 

Guanina, +4699 

Lactato, — 517.1 

Lactosa, —1515,24 

Malato, 645,08. 

Fenol, -47,6 4 

теРторапо, “17581 

Propionato, -361,08 

Piruvato, -47463 

Ribosa, -7573 

Succinato, 69023 

Sacarosa, -370,50 - 

Urea, ~203,76 


Valeriato, -34,34 


* Los valores de energía libre de formación para varios 


se pueden hallar en Dean J. A. 1973 Lange's Handbook of Chemistry, 


њо мо 
н", Оарно; NO, +8657 
-983a pH7 NO, +5195 
(569 per pH unit) NO; -372 
0,0 NO; 111.34 
OH = 15738 pH 14 Мн, -2657 
-19876a pH7 мні, -7937 
-23757арно NO, + 10418 
HO, -23747 

но, -1341 

PO} 1026.55 

5,0 

Hse, -7709 

оў, -4995 

90 

SOF, -4866 

SOL. 7446 

SOF, -5134 

HS, 22747 

HS, +1205 

> 458 


2 edición. Me GrawHill, 


compro 
New York; Сапе, R. M. y C. L Christ, 1965. Solutions. Minerals and Equilibria. Harper and Row, New York: Burton, K. 1957. En Krebs, Н. A. y Н. L. Komberg, 
Energy transfomations in living matter, Ergebnisse der Phsiloíeapéndsce) Springer Verlag, Berlin: у Thawer R.K., K. Jungermann y Н Docker. 1977, Energy on 


servation In anaerobic chemotrophic bacteria, Bacteria. Ras 41: 100-180. 


Н” o OH- depende generalmente de si la reacción ocu- 
rre en condiciones ácidas o alcalinas. 

з. Determinación de la energía resultante а partir de las ener- 
gías libres deformación en ecuaciones ajustadas. Una vez 
que una reacción ha sido ajustada se puede obtener la 
energía libre resultante insertando los valores de ener- 
gía libre de formación de cada reaccionante y produc- 
to indicados en la Tabla A1.1 y usando la fórmula del 
punto 2 de la primera sección de este apéndice. 


Por ejemplo, en la ecuación 
HS +20, 501 +2 H* 
©} valores — (-27,87) + (0) (-744,6) + 2 (-39,83) 
(suponiendo pH 7) 
АС" = -79639 kJ/mol 


Se suman los valores de la derecha y se restan los de la 
izquierda, teniendo cuidando en asegurarse de la co- 
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rrección de los signos. A partir de los datos de la Tabla 
A11 se puede calcular la energía libre resultante de una 
gran variedad de reacciones de interés microbiológico. 


Cálculos a partir del potencial de reducción 


En la Tabla A1.2 se dan los potenciales de reducción de al- 
gunos pares redox importantes, La cantidad de energía que 
se puede liberar de dos semireacciones acopladas se puede 
calcular de las diferencias de los potenciales de reducción 
de las dos reacciones y del número de electrones transferi- 
dos. Cuanto mayor sea la diferencia entre las dos semirre- 
acciones y mayor sea el número de los electrones, mayor 
será la cantidad de energía liberada. La conversión de di 
ferencia de potencial a energía libre viene dada por la fór- 
mula AG* = -nF Es, donde п es el número de electrones, F 
es la constante de Faraday (96,48 KJ/V) y E; es la diferen- 
cia entre los potenciales. Así, el par 2H* /H tiene un po- 
tencial de -0,41 y el par 1/2 О;/Н;О tiene un potencial de 
+0352, de modo que que la diferencia de potencial es 1,23, 
la cual es equivalente (porque hay dos electrones en juego) 
a una energía libre resultante (АС?) de —237,34 kJ/mol. Por 
otro lado, la diferencia de potencial entre las reacciones 
2Н' /H; y NO; / МО; es menor, 84У, que equivale a una 
energía libre resultante de —162, 08 kJ/mol. 

Сото muchas reacciones bioquímicas son transferen- 
cias de dos electrones, es a menudo útil dar las energías re- 
sultantes para reacciones con dos electrones aun cuando 
estén implicados más electrones. Por ejemplo, el par redox 
SO] /H, implica ocho electrones, y la reducción completa 
de SO соп H; requiere 4H, (equivalente a ocho electro- 
пез). De la diferencia de potencial entre 2H” /H, y SO 
/Н;5 (0,19%), se puede calcular una energía libre resultan- 
te de = 146,64 k], o —36,66 М por cada dos electrones. Por 
convención, los potenciales de reducción se dan para con- 
diciones en que están presentes concentraciones iguales de 
formas oxidadas y reducidas. En la práctica real, las con- 
сепігасіопе de estas dos formas puede ser muy diferente. 
Como se comentó antes en este apéndice (punto 9 de la pri- 
mera sección), es posible acoplar semirreacciones incluso 
si la diferencia de potencial es desfavorable, con tal de que 
las concentraciones de las especies reaccionantes sea la ade- 
cuada. ~ 


Acrylyl-CoA/propionyl -CoA 
Gllcina/acetato + NH] 
501/501 
Fumarato /succinato™ 
Citocromo b ox/red 

ox/red 
AsO} /AsOF 
Dimetil sulfóxido (DMSO)/Dimetilsulfuro (DMS) 


* Datos tomados de Thauer,R. K, K Jungermann y K. Decker, 1977. 
роуа in anaensbke chemotropluc bacteria. ctrl Re, 4: 100-180 
E estas transferencias posibles de don бечиз se dan por separado los 
potenciales para cada transerenca electrónica 
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Methylobacter 
Methylobacterium 
Methylocaldum 
Methylococcus 
Methylomicrobiunt 
Methylomonas 
Methylosphaera 

Orden VIE ‘Orar 


Familia I: "Oceanospirillacos” 


Balnentrix 
Marinomonas 
Marinospirillum 
Oveanospirillum 

Familia П: Halomonadacear 
Alcanivorax 
Carnimonas 
Chromohalobucter 
Deleya 
Halomonas 
Zymobacter 

Orden УШ. Pseudomonadales 

Familia I Pseudomonadacese 
Agromonas 
Aminobacter 


Chryseomonas 
Flavimonas 
Lampropedia 
Lusobucter 
Mesopilohacter 
Monxcoceus 
Oligella 
Phenyobucterium 
Pseudomonas 
Rhizobacter 
Rugamonas 


Serpens 
Thermoleophilum 
Xylophilus 

Familia П Moraxellaceae 


foraxella (Hranhamella) 
Moraxella (Moraxella) 
Peychrobacter 

Orden 1X: "Alteromonadales' 


Familia E “Alteromonadacoae” 


Alteromonas 
Colwell 
Ferrimonas 
Marmobacter 
Marinobactertum 
Microbudbier 
Pecudoalteromonas 
Shewanella 
Orden X: “Vibrionales' 
Familia 1: Vibrionaceae 
Allømonas 
Enhydrobacter 
Listonella 
Photobacterium 
Salinivibrio 
Vibrio 
Orden ХЕ “Aeromonadales 
Familia 1. Aeromonadaceae 
Aeromonas 
Rumimobacter 
Tòlumonas 
Orden ХИ. "Enterobacteriales” 
Familia 1: Enterobactericene 
Arsenophonus 


Wigglesworthia 
Xenorhalals 
Yersinia 
удел 
Brenneria 
Pectobacterium 
Sodalis 
Orden ХШ: ‘Pasteureilalet’ 
Familia I: Pasteurellaceae 
Actinobacillus 
Haemophilus 
Lonepinella 
Pasteurella. 
Mannheima 
SECCIÓN XX Las $ Proteobacterias 
Clase 1: ‘Pratihacteri 
Orden E “Desulfovibrionales' 
Familia 1: “Desulfovibrionaceue" 
Bilophila 
ЛЛ 
емі 
Desulfonatronocibrio 
Desulfovibrio 
1личота 
Familia IE: "Desuifurellacene” 
lla 
Familia Ш: “Desulfotacteracon 


Familia ТУ: "елини саве" 
Desulfacinum 
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Orden Ш: Myrococcales 
Familia E Myrocvecacene 
Angiococcus 
Muxococcus 
Familia П. Archangiacene 
Archangium 
Familia Hl: Cystobucteraceue 
stobacter 
Melitangium 
Stigmatella 
Familia IV: Polyangiacene 
Chondromyces 
Nannocystis 
Polyangium 
SECCIÓN XXI Las e-Proteobacterias 
Clase l: Campylobacteres 
Orden 1. 'Campylotacteraes” 
Familia I: Campylohacteracase 
Arcobacter 
Campylobacter 


Sulfurosprrillum 
Thiooulum 


Familia Il: Helicobucteracese” 
Helicobacter 
Wolinella 


VOLUMEN 3 
Bacteria Gram positivas con bajo û + С. 


LAS BACTERIAS 


Phylum УШ. ‘Firmicutes e 
SECCIÓN XXII Las Clostridia y gêneros relacionados 
Clase L "Clostridia" 
Orden I: Clostridiales 
Familia I: Clostridiacene 
Anacrobacter 
Апатит 2 
Caloramator Ы 
Clostridium 


Familia Il: "Peptostreptococcace” 
Filifactor 
Peptostreptococcus 
тенета 

Familia Ш: Enbucteriacone” 
Eubacterium 
Heleocvecus 
Pecudoramibucter 

Familia IV: Lachnospiracese” 
Acetitomaculum 
Butyricibrio 
Catomella 


Jolnsonella 
Lachnospira 


Pseudobutyrivibrio 
Roseburia 


Succiniclasticum 
Succintoibrio 
Syntrophobotulus 
Thermoterrabactera 
Veilonella 


Zymophilus 
Familia VI: Syntrophomonadacene 


553 


4483 


EFFET] 


44344 
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куйры 2 охры 1. 
Hoidemania is Pasteura ар. 
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Familia I: “Leuconostocacene” z Subclase V: Actinobacteridae 
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ema а Falete 
Filma ® nc 26р 
КЛ 18. Falla IV Саена 
Татра ж гы пур 
[с q Fri НЫ 
вий VIE ее [ra a. 
МН з Familia V. Dermutucirane 
Linera 55 аудит 79 
Familia УШ: "Staphylococcacear унан 18, 
Ceneta а Fama VE Dermatophilacene 
Маа 15 пт 1. 
ri 25 Рота т. 
утен т р > 
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Amphibacillus 18р. Senguibacter 3sp. 
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Сата 
Familia УШ. Jonesiaceae 
иеш 
Familia 1X: Microtuteicse 
атаан 
лапти 
Aureobacterium 
Clavibacter 
Crvobacterium 
Curiobacterium 
Microbacterium 
Rathgar 
Familia X: Promicromonosporacse 
'Promicromonospora 
Suborden 1E Corynedarterinene 
Familia I: Corpac 
Corynebacterium 
Familia асе 
Diez 
Familia Ш. Gordoniaceae 
Gordonia 
Shermanin 
Familia ГУМе 
Минсктин 
Familia У. Масне 
Miopalyspora 
Norru 
опи» 
Familia VE шани ае 
изти 
Suborden IV. Micnomamosporarear 
Familia I Micromonoporacrar 
"Actmopinos 
Сием 
Сетина, 
ето 
Dartylosporangtun 
crios 
Ріпа 
унт» 
тиснои 
Suborden Гуно метине 
Familia k: Propumihacteriarrar 
КАЧ 
Мешин o 
торотуп 
Ртрюнјтит 
Famila П. Nocardioidaceae 
"еттт 
Fradmanmetia 
Мазі 
Suborden VIE Peulonocardinene 
Famila E Psedonocandiacrar 
Actnaployora 
Аарау 
ляпае 
Кн 
Kuranor 
Leman 
Метро 
рушат 
Saecharomonospora 
Sacchuropolysora 
Sacar 
repele 
Thcrmobipora 
Thermacripum 
Suborden УШ. Sireptomycinese 
Familia I Sirplomyretcee 
Serepiomyo. 
Suborden IX: Sirrptosporanginese 
Familia E Sirrptosporangacear 
шит 


Thermobrfida 
Familia HE: Thermomonosporaceae 
Actinomadura 
Spirilospora 


Gontermatophilus 
Familia Ш. Меліс 


кей de укен 


Fan iia етае 
Acsdothermus 
Familia VI: Posición incierta” 
Cryptosporangium 
Кокс 
Ki 
Suborden Xi: Glycomycinene 
нта 1: Glycomycelacene 
Glycomyces 
Orden VI Bifidobacteriales 
Familia 1. Bfidobucteriacone 
Bifidobacterium 
Falctodbrio 
Gardnerella 
Familia Il: "Añilación desconocida” 
Actimobispora 
Actinocorallia 
КОШИ 
Елхсейоврәгта 
расата 
Turicella 


VOLUMEN 5 


Los planctomicetos, los espiroquetes, las fibrobacterias, 


los bacteroides y las flavobacterías. 


LAS BACTERIAS 


Phylum IX: Formas sin pared" 
SECCIÓN XXVI Los planctomicetos y clamidias 
Clase l:Planctomycetacia 
Orden E Planctomycetales 
Familia I: Planctomycetacese 
Gemmata 


Chlamydia 
SECCIÓN XXVII Los espiroquetes 
Phylum Х pirate 


APÉNDICE 2 = MANUAL DE В! ICIÓN = A-13 
Brecínema isp Ornithobacterum 15р 
Clevelardina 15р. Polariacter а. 
Cristispira Isp. Peychroserpens Isp. 
Diplocalyx 15р кететш 25 
Hollandina ир жеш 2p. 
Pillotina 1p. Psychrofiezus 25р. 
Spirochacta и. Familia II "Myrideucse” 
Treponema 183p. Мут 2sp. 
Familia IE: Serpulinaceae Psychromonas isp. 
"Brachyspira Зэр. Familia ШЕ “Blatabuteracee” 
Serpulina esp "Blatiabocterium isp. 
Familia Ш: Leptospiracene SECCIÓN X01 Las. 
Leptonema 1p. Phylum XIV: ‘Spkingohacierie’ 
Leptospira np Clase E Splamgobacteri” 
SECCIÓN XXVII Las fibrobacterias Orden I. Spdingotacteiaes 
Phylum XI: "Росе, Familia t Sphingotacteriaceae 
Clase "Раисе" Pedobacter а. 
Orden E: ‘Fibrobacterales’ Spiungobacterium эз. 
Familia ÎE: "Saprospiracoae” 
эт. Haliscomenobucter їр. 
Familia Il. "Acidobucteriaceae” Levine зр. 
Achdotacternm эр. ira 1 
Holophaga А Familia HE "Flexibacteracea” 
SECCIÓN XXIX Los bacteroides. Cuclobacteium 15р. 
Phylum XI: Валет" Cvtophaga 2p. 
Clase l: “Bacteroides” Fiectobacillus Зэр. 
Orden E "Bacteroidales" Пайет 175p. 
Familia È Bacteroidaceae Meniscus Isp. 
Acetiibro asp Microscilla 15р 
Acetoflamentuno 1p. Runela 1p. 
Acetomicrobtum 25 Spirosoma Isp. 
Acetothermus А Sporocytophaga 1p. 
Acidaminotuctor 19р. Familia IV: Flammeovigacrac” 
Anaerotwspirillum 29р. Flammevctrga Lap. 
Avacrorhabds А Ремса Isp. 
КО? э Thermonema я 
Bacteroides ө. Familia V: Crenothrichaccee” 
Centipeda 15р Chitinophaga їр. 
Formisibrio А Crenothrir 15р 
Malonomonas 15р. Пел isp. 
Megamonas Isp. Rhodothermus 2p. 
Proponer 15р. к т 
Succinimonas 15р. SECCIÓN XXXIL Las fusiformes 
25р Phylum XV: Fuster” 
Clase E: "Риос" 
25р Orden E Fusotacteriales 
ЕЛ Lp Familia I: Fusobuctericeur” 
Familia IE Porphyromonadaceae” Fuesobacteriam Bop. 
Porphyromonas 134p. иронй I 
ана IV: Prevotellaceae Propiorgenium 2. 
Prevotella 259. мша Тар 
SECCIÓN XXX Las flavobacterias триас isp. 
Phylum АШ. ‘Flavobacteris’ Familia П. "Gêneros de posición incierta" 
Clase: "Нафе" Cetobacterum 15р 
‘Orden E Flarotucteiaes SECCIÓN XXXII Género verrucomicrobium y géneros relacionados 
Familia E Flavobactriaene Phylum XVI: Verrucomicrobia” 
Беу 15р Clase I: Verrucomicobiae 
Capnocytophaga 75. Orden 1: Verrucomicrobiales 
Chiyscobacterium bsp. Familia: Verrucomicrobicene 
Empedobacter 1p. Prostheotacter asp 
Flavobacterium ж. Verrucomicrotiu 1p. 
Celidibacer 


Aceptor de electrones Una sustancia que puede aceptar elec- 
trones de otra sustancia y que se reduce durante el proceso. 

Acetogénesis (homoacetogénesis) Metabolismo energéti- 
со con producción de acetato, bien a partir de Н, más CO, 
bien a partir de compuestos orgánicos 

Acetotrófico Consumidor de acetato. Se usa para describir 
un metanógeno, organismo capaz de escindir la molécula de 
acetato en CH, y СО, 

Ácido alcohol resistencia Una propiedad de las especies del 
género Mycobacterium donde las células teñidas con el co 
lorante básico fuchsina, resisten la decoloración con alcohol 
acidificado. 

Ácido nucleico de cadena más (positiva) Una cadena de 
RNA о DINA que tiene el mismo sentido que el mRNA de un 
virus. 

Ácido писіеісо de cadena menos (negativa) Una cadena 
de RNA o DNA que tiene el sentido opuesto (es decir, que es 
complementaria) del mRNA de un virus. 

Acidófilo Un organismo que crece mejor a pH bajo. 

Actividad de agua (а,) Disponibilidad de agua para su uso 
en procesos metabólicos. 

Aeróbico Metabolismo, célula и organismo que funciona con 
oxigeno (se aplica principalmente en relación con un ser 

vivo), (Ийе óxico). 

Aeroblo Un organismo que puede usar el O, en la respiración: 
algunos requieren O, para el crecimiento. 

Agente antimicrobiano Un compuesto químico que mata o 
inhibe el crecimiento de los microorganismos. 

Agente bactericida Un agente que mata las bacterias. 

Agente bacteriostático Agente que inhibe el crecimiento bac- 
teriano. 

Agente fungicida Un agente que mata hongos. 

Agente fungistático Un agente que inhibe el crecimiento de 
los hongos. 

Agente quimioterapóutico Un agente antimicrobiano que 
puede usarse por vía interna. 

Agente virucida Un agente que detiene la replicación virica y 
la actividad. 

Agente virustático. Un agente que inhibe la replicación vírica. 

Aglutinación Reacción entre un anticuerpo y un antígeno 
unido a una partícula, que da lugar a un agregado de parti- 
culas visible. 

Agretopo Porción del antígeno procesado reconocido por el 
МНС, 

Адиба Infección de corta duración que se establece rápida- 
mente y tiene una rápida recuperación. 

Agua en estado natural Agua superficial o subterránea que 
по ha sido tratada para su consumo (también llamada «agua 
sin tratar») 

Agua residual Líquidos contaminados con material fecal hu- 
mano o animal. 

Agua sin tratar Agua superficial o subterránea que no ha sido 
tratada para su consumo (también llamada «agua en estado 
natural»). 


Agua tratada Agua que se distribuye después de su trata- 
miento. 

Aguas contaminadas Agua derivada del consumo humano 
© industrial que no puede ser vertida a un río o lago sin ser 
tratada adecuadamente. 

Alcalófilo Un organismo que crece mejor a pH alto. 

Algas Microorganismos eucarióticos fototrópicos. 

Alimentos alterados Cambio en las características organo- 
lépticas: apariencia, olor, o sabor, de un alimento que le hace 
inaceptable para su consumo. 

Alimentos no perecederos (estables) Alimentos con escasa 
actividad de agua que disponen de un largo periodo de con- 
servación y son resistentes a la alteración por microorganis- 
mos. 

Alimentos perecederos Alimentos frescos generalmente con 
alta actividad de agua, que disponen de periodos de conser- 
vación muy cortos debido a una potencial alteración por el 
crecimiento de microorganismos. 

Alimentos semiperecederos Alimentos de intermedia acti- 
vidad de agua que disponen de un tiempo de conservación 
limitado debido а la potencial alteración por el crecimiento 
Че microorganismos. 

Aminoacik1RNA sintetasas Un grupo de enzimas cada una 
de las cuales cataliza la unión del aminascido correcto a un 
IRNA. 

Aminoglicósidos Un grupo de antibióticos tales como la es- 
treplomicina, que contienen aminoazcares unidos por en- 
laces glicosídicos. 

Anabolismo La suma total de todas las reacciones biosintéti- 
саз de la célula. 

Anaeróbico Metabolismo, célula u organismo que funciona 
sin la intervención del oxigeno (se aplica principalmente en 
relación con un ser vivo.) (Vénse апбхісо). 

Anaerobio Un organismo que no puede usar el O, en la res- 
piración y cuyo crecimiento puede ser inhibido por el Oj. 

Anaerobio aerotolerante Un microorganismo incapaz de res- 
pirar con oxígeno molecular (O,) pero que no es afectado рог 
la presencia de О, 

Análogo de un factor del crecimiento Un agente químico 
que es análogo de un factor de crecimiento y bloquea su in- 
corporación 

Anamox Oxidación anóxica de amoníaco. 

Anemia falciforme Condición genética que confiere resisten- 
cía а la malaria pero que causa una reducción en la eficien- 
іа de los glóbulos rojos para captar oxígeno, 

Anergia Incapacidad de producir una respuesta frente а anti- 
genos específicos debido a la neutralización de las células 
lectoras. 

Anóxico Sin oxígeno (se aplica principalmente a un medio de 
cultivo, hábitat o ambiente). 

Antena Referido a los fotocomplejos y moléculas de pigmento 
captadoras de luz que envían energía a los centros de reacción. 

Antibiograma Revisión de la sensibilidad de los antibióticos 
еп uso de aislados clínicos. 


9-2 и Glosario 


Antibiótico Sustancia química producida por un microorga- 
nismo que mata o inhibe el crecimiento de otro microorga- 
nismo, 

Antibiótico de amplio espectro Un antibiótico que actúa 
tanto sobre microorganismos Gram positivos como sobre 
Gram negativos del dominio Bacteria. 

Antibióticos a-lactámicos Un grupo de antibióticos tales 
como la penicilina, que contienen el anillo «rlactámico de 
cuatro átomos heterocíclico, 

Antibióticos fi-lactámicos Un grupo de antibióticos, entre 
Jos que se incluye la penicilina, que contiene el anillo В12с- 
támico heterocíclico de cuatro átomos. 

Anticodón Una secuencia de tres bases en una molécula de 
IRNA que aparea con un codón durante la síntesis de pro- 
teinas. 

Anticuerpo Proteina soluble, producida por los linfocitos B, 
que interacciona con el antígeno; también se le conoce como 
inmunoglobulina, 

Anticuerpo fluorescente. Modificación covalente de una mo- 
еа de anticuerpo con un colorante fluorescente, de tal ma- 
пега que el colorante hace visible el anticuerpo bajo la luz 
fluorescente. 

Anticuerpo monoclonal Anticuerpo hecho por una sola cé- 
lula B. 

Anticuerpo policlonal Anticuerpo hecho por muchas célu- 
las В, 

Antigeno Una molécula capaz de interaccionar con los com- 
ponentes especificos del sistema inmunitaria. 

Antiparalelo En relación al DNA bicatenario, una cadena va 
en la dirección 5' + 3 y la otra en la dirección Y + 5' 

Antisóptico Agentes antimicrobianos que son suficientemen- 
te poco tóxicos como para ser aplicados а los tejidos vivos. 

Apolar Que posee características hidrofóbicas (repulsión al 
agua) y se disuelve dificilmente en agua. 

Apoptosis Programmed cell death. 

Arbol universal Un árbol filogenético que muestra la posición 
de los representantes de бао los dominios de organismos 
vivos, 

Archaea Un grupo de procariotas relacionados filogenética- 
mente y distinto de Bacteria. 

Arqueas  Procariotas relacionados filogenéticamente, perte 
necientes al dominio Archaea y distintos del dortánio Bacteria 

Atenuación Un mecanismo que controla la expresión génica; 
la transcripción se termina después de la iniciación pero antes 
де que se produzca un mRNA completo. 

АТР sintetasa (ATPasa) Complejo enzimático multiproteico 
anclado en la membrana que cataliza la síntesis de ATP aco- 
plada a la fuerza motriz de protones 

Autoanticuerpo Un anticuerpo dirigido contra antigenos pro- 
pios 

Autoclave Un esterilizador que destruye los microorganis- 
mos con temperatura y vapor de agua bajo presión. 

Autolisis Lisis celular espontánea, normalmente debida а la 
actividad de proteínas líticas llamadas autolisinas 

Autotrofia Utilización de CO, como única fuente de carbono. 

Autótrofo Un organismo capaz de biosintetizar todo el mate- 
rial celular a partir del CO, сото única fuente de carbono. 

Auxotrofo Un organismo que ha desarrollado un requeri- 
miento nutricional mediante mutación. 


Bacteria Un grupo de procariotas filogenéticamente relacio- 
nados y distinto de Archaea. 

Bacterias entéricas Un gran grupo de bacilos Gram negati- 
vos y metabolismo anaerobio facultativo 

Bacterias nitrificantes  Quimiolitotrofos capaces de llevar a 
cabo la transformación NH, —+ МО; о NO, — NO, 

Bacterias reductoras de sulfato Un gran grupo de bacterias 
anseroblas que respiran anaeróbicamente utilizando SO; 
como aceptor de electrones produciendo HS. 

Bacterias rojas del azufre Un grupo de procariotas fototró- 
pico que contienen bacterioclorofila а о b, que se caracteri- 
тап por su capacidad de oxidar HS y por acumular azufre 
elemental en el interior celular (excepto en el género Ecto- 
thiorhodospira que lo hace en el exterior). 

Bacterias rojas no del azufre Un grupo de procariotas foto- 
trópicos que contienen bacterioclorofila ө b que crecen mejor 
como fotoheterotrofos y tienen relativamente baja tolerancia 
HS 

Bacterias verdes. Procariotas fototróficos anoxigénicos que 
contienen clorosomas у bacterioclorofilas с, d о e. 

Bacteriemia Presencia de bacterias en la sangre. 

Bacteriociorofila Pigmento clorofílico de los fototrofos ano- 
xigénicos. 

Bacteriófago Un virus que infecta células procarióticas 

Bacteriorrodopsina Proteina de membrana que contiene n= 
tinal, producida por ciertos halófilos extremos y capaz de ge 
пегаг una fuerza motriz de protones mediante energía 
lumínica 

Bacteroide Células deformes de Rhizobium en el interior de 
un nódulo radical de leguminosa; puede fijar Na 

Banda más (positiva) Una banda de RNA o DNA que tiene 
el mismo sentido que el mRNA del virus. 

Banda menos (negativa) Del ácido nucleico una banda de 
RNA о DNA que tiene sentido opuesto al (es complementa- 
па de) mRNA del virus. 

Ваго Organismo que crece mejor a presiones elevadas su- 
periores a 1 atm. 

Barotolerante Organismo que puede crecer a presiones ele- 
vadas, pero que crece mejor a presión atmosférica, 

Bebida destilada Una bebida que contiene alcohol concen- 
trado por destilación. 

Biocatálisis La utilización de microorganismos en una trans- 
formación química específica. 

Bioconversión La utilización de microorganismos para reali- 
zar una reacción química que es más cara о irrealízable no 
biológicamente. 

Biofilme Colonias de células microbianas recubiertas o In- 
cluidas en sustancias mucosas y adheridas a una superficie. 

Biogeoquímica Estudio delas transformaciones químicas n= 
alizadas por organismos en el ambiente, 

Bioinformática Uso de computadoras para analizar, guardar 
y acceder a secuencias de DNA y proteínas, 

Biota normal (microbiota) Microorganismos que están pre 
sentes generalmente en los tejidos sanos. 

Biotecnología Uso de organismos vivos para llevar a cabo pro- 
¡sesos químicos concretos destinados a la aplicación industrial. 

Botulismo Intoxicación alimentaria debida a la ingestión de 
alimentos que contienen la toxina botulínica producida por 
Clostridium botulinum. 
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Brote Aparición de un gran número de casos de una enfer- 
medad en un corto periodo de tiempo. 


Cambios antigénicos Grandes cambios en los antígenos de- 
idos a rengrupamientos génicos en el virus de la gripe. 

Capa Viscosa (Slime layer) Fibras difusas que rodean la célu- 
la y que se extienden fuera de ella. 

Cápsula Bien definida y densa capa de polisacárido o prote- 
îna que rodea a la célula. 

Carboxisomas  Inclusiones celulares cristalinas y poliédricas 
de ríbulosa difostato carboxilasa (RubisCO), enzima clave 
del ciclo de Calvin 

Carga vírica. Valoración cuantitativa de la cantidad de virus 
que hay en un organismo. 

Caries dental Deterioro dental como resultado de una infec- 
ción bacteriana. 

Carotenoides Pigmentos hidrofóbicos accesorios presentes 
еп las membranas fotosintéticas junto con la clorofila. 

Catabolismo Conjunto de reacciones bioquímicas que con- 
ducen a la producción de energía utilizable por la célula (nor- 
malmente ATP), 

Catalizador Опа sustancia que acelera una reacción química 
pero que no se consume en la reas 

Célula Unidad fundamental de la materia viva. 

Célula asesina natural (NK, del inglés natural killer) Un 
leucocito especializado que reconoce y destruye células ex- 
trañas o células infectadas del hospedador, sin que exista un 
reconocimiento específico del antígeno. 

Célula В Un linfocito que produce inmunoglobulina. 

Célula presentadora de antígeno (АРС) Cualquier célula 
cuya función esencial sea presentar antígeno a la célula Т. 

Célula Y Linfocito responsable de las respuestas celulares є 

cas de antígeno. Los linfocitos Т se subdividen en T ci- 

сов (Tc) y Т cooperadores (Ty). Los cooperadores se 
subdividen en Tyl (células proinflamatorias) y T2, que ayu- 
dan a producir anticuerpos. 

Centro de reacción Complejo fotosintético que contiene clo- 
rofila (о bacterioclorofla) y otros componentes, dentro del 
cual se producen las reacciones iniciales de transferencia de 
electrones en la fotosíntesis, 

Cerveceo («brewing») Elaboración de bebidas alcohólicas 
tales como la cerveza a partir de la fermentaciól de cereales 
malleados 

Clanobacteria Procariotas fotosintéticos oxigénicos que con- 
tienen clorofila y y ficobilinas pero no clorofila b. 

Ciclo de Calvin Via bioquímica de fijación de СО, en muchos 
organismos autotrofos. 

Ciclo del ácido citrico Un ciclo de reacciones que dan como 
resultado la conversión del acetato en dos moléculas de CO, 

Ciclo lisogénico. Una serie de etapas que, tras la infección del 
virus, conducen a un estado (Jisogenia) en el que el genoma 
virico se replica como un profago junto con el genoma del 
hospedador 

Ciclo со Una serie de etapas tras la infección del virus que 
conduce а la replicación vírica y destrucción (lisis) de la сё- 
lula hospedadora, 

Cillados Un grupo de protozoos que se caracterizan por su 
rápido movimiento producido por los cilios: apéndices cor- 
tos y numerosos. 


Cirrosis Destrucción de la arquitectura normal del hígado 
dando una fibrosis. 

Citocina Modulador soluble de la respuesta inmune produ- 
ido por leucocitos. 

Citoesqueleto  Entramado de microfibrillas típico de las cé- 
lulas eucarióticas que determina la forma celular. 

Citoplasma Porción fluida de una célula limitada por la mem- 
brana celular exceptuando el núcleo (si existe). 

Citoquina Proteina pequeña, soluble, producida por un lin- 
focito y encargada de modular las reacciones inflamatorias y 
la inmunidad a través de sus efectos en las células diana. 

Clarificador (depósito de coagulación) Reservorio en el cual 
los sólidos en suspensión del agua son coagulados y elimi- 
nados. 

Clonación molecular Aislamiento e incorporación de un frag- 
mento de DNA dentro de un vector en el que puede repli- 
carse. 

Clonación рог shot-gun Fabricación de una genoteca utili- 
zando fragmentos de DNA obtenidos al azar. 

Cloramina Sustancia quimica producida «in silu» por la com- 
binación de cloro y amoniaco en una proporción determinada. 

Cloro Sustancia química que en su estado gaseoso se emplea 
para desinfectar el agua. Un cierto nivel residual se mantie- 
пе en el sistema de distribución 

Clorofîla Porfirina con Mg de los organismos fotosintéticos, 
sensible a la luz, que inicia el proceso de fotofosforilación. 

Cloroplasto El orgánulo fotosintético de eucariotas fototró- 
picos. 

Clorosomas Estructuras en forma de cigarro rodeados por 
membrana atipica y que contienen los pigmentos fotosinté: 
ticos bacteriocloroflas с, d o ¢ en bacterias verdes у Соло. 
flexus. 

СМІ Concentración minima inhibitoria; la concentración mi 
nima de una sustancia necesaria para impedir el crecimien- 
бо microbiano. 

Coagulación Formación de grandes partículas insolubles a 
partir de partículas coloidales mucho menores, mediante adi- 
бп de sulfato de aluminio y polímeros aniónicos. 

Codón Una secuencia de tres bases en el mRNA que codifica 
un aminoácido, 

Coenzima Una pequeña molécula no proteica que participa en 
una reacción catalítica como parte de una enzima. 

Coliformes Bacterias Gram negativas, no esporuladas, fer- 
mentadoras de lactosa, y aeróbicas o anaeróbicas facultati- 
vas. 


Colonización Multiplicación de un patógeno tras alcanzar los 


Columna de Winogradsky Una columna compactada con 
lodo y cubierta con agua para imitar un lago, donde diver- 
sas bacterias se desarrollan en un periodo de meses, 

Cometabolismo Metabolismo de un compuesto en presencia 
de un segundo compuesto orgánico, que es usado como fuen- 
te primaria de energia. 

Complejo principal de histocompatibilidad (МНС) Un com- 
plejo génico que codifica diversas proteínas de superficie im- 
portantes en la presentación del antígeno a las células Т. 

Complemento Conjunto de proteínas que reaccionan se- 
cuencialmente con complejos antígeno-anticuerpo para am- 
plificar o potenciar su actividad. 
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Conidios Esporas asexuales de los hongos. 

Conjugación Transferencia de genes de una célula procarió- 
tica a otra por un mecanismo que implica contacto célula-cé- 
ша y un plásmido. 

Consorcios Asociación de dos о más procariotas viviendo en 
simbiosis íntima 

Control negativo Un mecanismo que regula la expresión gé- 
nica en el cual una proteína represora funciona previniendo 
la transcripción de uno о más genes. 

Control positivo Un mecanismo que regula la expresión gé- 
nica en el que una proteína activadora funciona promovien- 
do la transcripción de uno o más genes. 

Crecimiento Incremento en el número de células. 

Crecimiento exponencial Crecimiento de un microorganis- 
mo cuyo número de células se duplica en un periodo cons- 
tante de tiempo. 

Crenarchaeota Un phylum de Archaea que contiene micro- 
organismos hipertermófilos y psicrófilos. 

Cromosoma Un elemento genético, generalmente circular en 
procariotas y lineal en eucariotas, que lleva genes esenciales 
para el funcionamiento de la célula, 

Cromosomas artificiales Vectores de clonación que pueden 
llevar grandes insertos de DNA heterólogo y que permane- 
сеп en la célula como si fuese un cromosoma extra. Los más 
utilizados son los bacterianos (BAC) y los de levaduras 
(AC) 

Crónica Infección de larga duración. 

Cronómetro evolutivo Una molécula, tal como el RNA ribo- 
sómico, cuya secuencia molecular puede utilizarse para 
medir divergencias evolutivas. 

Cuarentena La práctica de restringir el desplazamiento de in- 
dividuos con enfermedades altamente contagiosas, con el fin 
de evitar la difusión de la enfermedad. 

Cultivo axénico o puro Un cultivo microbiano que contiene: 
una única clase de microorganismo, 

Cultivo de enriquecimiento Método de obtención de culti- 
vos de laboratorio de microOrganismos а partir de una mues- 
tra natural por medio de cultivos altamente selectivos. 

Cultivo monofásico о en batch Cultivo microbiano que fun- 
ciona como un sistema cerrado de volumen constante. 

Сһарегопев moleculares Grupo de proteínas que ayuda a 
otras proteinas a plegarse о replegarse а partif tle un estado 
desnaturalizado. 

Chimenea negra Fuente hidrotermal submarina extremada- 
mente caliente (250-350'C), que expulsa agua a elevada tem- 
peratura y minerales diversos, 


DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) Colorante fluorescente in- 
especifico para la tinción de bacterias en muestras natura- 
les, 

Decloración reductora Eliminación de Cl como CI- de un 
compuesto orgánico, reduciendo el átomo de carbono de 
Cta CH. 

Delección clonal Eliminación, en el timo, de los linfocitos T 
autorreactivos y los no reactivos. 

Demanda biológica de oxigeno (ОВО) Es la cantidad de oxi- 
geno disuelto en el agua consumido por los mieroorganis- 
mos para la completa oxidación del material, tanto orgánico 
сото inorgánico, en una muestra de agua. 


Deriva antigénica Pequeños cambios en los antígenos debidos | 
a mutaciones génicas en el virus de la gripe. 

Descontaminación Tratamiento que hace que un objeto osu- 
perficie inanimada sea manipulable sin riesgo. 

Desinfección El proceso de eliminación de prácticamente 
todos los patógenos, pero no todos los microorganismos, de: 
objetos inanimados o de superficies, 

Desnaturalización Eliminación del plegamiento correcto de 
una proteína que conduce (generalmente) a la pérdida de la 
actividad biológica. 

Desnitrificación Respiración anaeróbica en la que el NO, se 
reduce a compuestos nitrogenados gaseosos, fundamental- 
mente Nz. 

Desproporción Desdoblamiento de un compuesto en doy 
nuevos compuestos, uno más oxidado y otro más reducida | 
que el compuesto original. 

Determinante antigénico La parte del antígeno que reacelo- 
па específicamente con un anticuerpo o un receptor de la et 
lula T; se llama también epitopo. 

Dioxigenasa Enzima que cataliza la incorporación de los doy 
átomos del O, en un sustrato, 

Disrupción génica Uso de técnicas genéticas para inactivar 
un gen mediante la inserción en su interior de un fragmen- 
to de DNA conteniendo un marcador fácilmente seleccion 
ble. El fragmento insertado se denomina casete, y el proceso! 
de inserción mutagénesis por casete 

Distancia evolutiva En el árbol filogenético, la suma de law 
distancias físicas que separan dos organismos de su antece 
sor común en un árbol; esta distancia es inversamente pro 
porcional a su relación evolutiva, 

Divisoma Complejo proteico implicado en procesos de divi- 
sión celular en procariotas. 

ОМА Ácido desoxirribonucleico, material hereditario de lag 
células y de algunos virus. 

ОМА girasa reversa Proteina universalmente presente en Jos 
hipertermófilos que introduce enrollamientos positivos en el 
DNA circular, 

ОМА polimerasa Una enzima que sintetiza una nueva cadê 
па de DNA en la dirección 5’ + 3' usando una cadena anti- 
paralela de DNA como molde, 

DNA sintético Molécula de DNA sintetizada químicamente: 
enel laboratorio. 

Dominio Región de una proteína que generalmente posee un 
plegamiento definido y una función determinada. 

Donador de electrones Una sustancia que puede ceder elec- 
trones а un aceptor y que se oxida durante el proceso. 

Drenaje ácido de las minas Agua ácida que contine HSO; 
procedente de la oxidación microbiana de minerales de sul 
furo de hierro. 


Ecologia Estudio de los organismos en sus ambientes паі 
rales. 

Ecología microbiana Estudio de la interacción de los micro- 
organismos entre sí y con el medio. 

Ecosistema Una comunidad de organismos en su medio na- 
tural. 

Есойро Una población de células genéticamente idénticas 
que comparten un medio (recurso) particular dentro de un 
nicho ecológico. 
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Edición de ВМА Modificación del transcrito de RNA, dife- 
rente al procesado normal de RNA, para llegar a una molé- 
cula totalmente funcional. 

Ehrlichiosis De las enfermedades transmitidas por garrapatas, 
causadas por ricketsías del género Ehrlichia. 

Electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente (DGGE) 
Тётаса electroforética que puede separar fragmentos de ácido 
nucleico del mismo tamaño pero de distinta secuencia. 

Electroporación Е! uso de un pulso eléctrico para inducir a las 
células a tomar DNA libre. 

Elemento transponible Elemento genético que tiene la capa- 
cidad de moverse (transponerse) de un sitio de un cromoso- 
та a otro. 

ELISA Enzimoinmunoanálisis. 

Enantiomorlo Una forma de una molécula que es la imagen 
especular de otra forma de la misma molécula. 

Endémica Enfermedad constantemente presente, habitual 
mente en bajo número, 

Endosimbiosis Una teoría que propone que la mitocondria y 
el cloroplasto fueron inicialmente Bacteria de vida libre que 
establecieron una residencia permanente en las células eu- 
carióticas primitivas, dando origen finalmente a la célula eu- 
cariótica moderna. 

Endospora Una forma de resistencia al calor y otras condi- 
ciones ambientales, rodeada por una gruesa pared que se ori 
gina por diferenciación en algunas Bacteria Gram positivas. 

Endotérmica Que requiere energía 

Endotoxina Fracción del lipopalisacárido de la pared celular 
de algunas bacterias Gram negativas, que al solubilizarse 
actúa como una toxina, 

Energía de activación Es la energía requerida para llevar al 
sustrato a un estado reactivo. 

Energía libre Energía disponible para la realización de un tra- 
bajo (se representa por С) 

Enfermedad Daño que se produce en un hospedador y que 
afecta a su capacidad funcional 

Enfermedad de Lyme Enfermedad emergente transmitida por 
las garrapatas y causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi. 

Enfermedad de transmisión sexual (STD) Enfermedad cuya 
forma habitual de transmisión es por contacto sexual. 

Enlace covalente Un tipo de enlace químico en el que dos 
atómos comparten electrones. e 

Enlace fosfodiéster Un tipo de enlace covalente que une a 
los nucleótidos de un polinucleótido. 

Enlace glicosidico Un tipo de enlace covalente que une mo- 
mosacáridos para formar un polisacárido. 

Enlace peptidico Un tipo de enlace covalente entre los ami- 
noácidos de un polipéptido, 

Enterotoxina Proteina liberada por un organismo mientras 
se multiplica (vénse exotoxina) y que actúa sobre el intestino 
delgado. 

Envasado Proceso de almacenamiento de alimentos en un re- 
piente cerrado y posterior calentamiento para destruir los 
microorganismos vivos. 

Enzima Una proteína que tiene la capacidad de acelerar (ca- 
talizar) una reacción química especifica. 

Enzima alostérica Una enzima que contiene dos sitios com- 
binantes, el sitio activo (donde se une el sustrado) y el sitio 
alostérico (donde se une una molécula efectora). 


Enzima de restricción Enzima que reconoce y rompe DNA 
de doble cadena en sitios específicos de la secuencia de 
DNA. 

Enzima inmobilizada Una enzima unida a un soporte sólido 
sobre el que se pasa el sustrato y se convierte en producto. 

Enzimas Proteínas catalíticas que funcionan acelerando las 
reacciones químicas. 

Epidémia Aparición de una enfermedad en un número de 
personas muy elevado, en una región localizada 

Epidemia con origen común Epidemia que resulta al infec- 
tarse un gran múmero de personas por una misma fuente de 
contaminación. 

Epidemia de persona а persona Epidemia que resulta del 
contacto entre dos personas, caracterizada por una gradual 
elevación y descenso del número de casos. 

Epidemiología Estudio de la incidencia, distribución y con- 
trol de las enfermedades infecciosas. 

Epitopo Porción de un antígeno que es reconocida por una 
inmunoglobulina о un receptor de célula Т. 

Escabeche Proceso de acidificación de los alimentos para pre 
venir el crecimiento de microorganismos y su alteración. 
Escalado o cambio de escala Adaptación de un proceso in- 
dustrial desde las condiciones de un pequeño de laborato- 

rio las de una fermentación comercial а gran escal 

Escarlatina Caracteristica erupción rojiza como resultado de 
la presencia de una exotoxina producida por Streptococcus 


pyogenes. 

Escrutinio (screening) Cualquiera de los procedimientos que 
permite clasificar organismos por el fenotipo o el genotipo, 
pero permite el crecimiento de todos los posibles. 

Especie En microbiología, una colección de cepas que com- 
parten un gran numero de propiedades importantes pero di- 
fieren en una o más propiedades significativas de otras 
colecciones de cepas. 

Especificidad Característica de la respuesta inmune ра 
interaccionar selectivamente con antígenos individuales. 

Espiroqueta Un procariota alargado y fuertemente curvado o 
helicoidal que se caracterizan por poseer filamentos axiales 
рага su movilidad). 

Esporozoos  Protozoos parásitos inmóviles. 

Estéril Ausencia de cualquier organismo vivo y de virus. 

Esterilización La muerte o eliminación de todos los organis- 
mos vivos y sus virus de un medio de crecimiento. 

Estromatolitos Masas microbianas laminadas, típicamente 
construidas por capas de organismos filamentosos y no fila- 
mentosos que pueden encontrarse fosilizadas. 

Estructura cuaternaria El número y disposición de los poli- 
péptidos individuales en la molécula final de una proteína, 

Estructura primaria La secuencia precisa de las unidades mo- 
noméricas en una macromolécula portadora de información, 
сото por ejemplo en un polipéptido. 

Estructura secundaria El modo inicial de plegamiento de un 
polipéptido o polinucleótido, normalmente dependiente de 
las posibilidades de establecer puentes de hidrógeno. 

Estructura terciaria El plegamiento final de un polipéptido 
que previamente ha adoptado su estructura secundaria. 

Eucariota Una célula con un núcleo delimitado por una mem- 
brana nuclear у que en general presenta otros orgánulos, per- 
tenecientes al dominio Eukarya. 
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Eukarya Todas las células eucarióticas: algas, protozoos hon- 
gos, hongos mucosos, plantas y animales. 

Euryarchaeota Un phylum de Archaea que comprende mi- 
eroorganismos metanogénicos principalmente, halófilos ex- 
tremos y el género Thermoplasma. 

Evolución Cambio de una línea de descendencia a lo largo 
del tiempo para dar origen a la producción de una nueva es- 
pecie o variedad. 

Exón La secuencia codificante de un gen (lo contrario que un 
intrón). 

Exotérmica Que libera energía. 

Exotoxina Proteína liberada por un microorganismo durante 
el crecimiento y que posee efectos tóxicos sobre las células 
del hospedador. 

Extremoenzyma Una enzima capaz de funcionar en presen- 
cia de una o varias condiciones físicas o químicas extremas, 
por ejemplo a altas temperaturas o Баю рН. 

Extremófilo Un organismo que crece de modo óptimo en una 
о más condiciones físicas o químicas extremas, como por 
ejemplo а alta о baja temperatura o pH. 


Facultativo Con respecto al O), un organismo que puede cre- 
cer en su ausencia о en su presencia, 

Fagocitosis Proceso por el cual una partícula es englobada 
por la membrana citoplasmática e internalizada. 

FAME Metil éster de ácido graso. 

Familia Ena clasificación biológica, un nivel intermedio de je- 
rarquía taxonómica. Contiene uno о más géneros, cada uno 
соп una o más especies. 

Familia génica Genes relacionados por su secuencia con otros 
genes del mismo organismo. 

Fase estacionaria El período que sigue al crecimiento expo- 
nencial cuando la velocidad de crecimiento de la población 
es cero, 

Fase lag Periodo anterior a la fase de crecimiento exponencial 
cuando las células pueden tener un metabolismo activo pero 
айл no crecen. 

Fenotipo Las características observables de un organismo- 

Formentación  Catabolismo anaeróbico en el que un com- 
puesto orgánico sirve al mismo tiempo como donador y 
сото aceplor de electrones y enel que el ATP se produce por 
fosforilación a nivel de sustrato. 

Fermentador El tanque en el que se realiza una fermentación 
industrial 

Ficobiliproteína Complejo pigmentario accesorio de las cia- 
nobacterias que contiene una molécula de ficocíanina o fico- 
eritrina acoplada a proteinas. 

Fiebre Aumento.en la temperatura corporal por encima de lo 
normal. 

Fiebre reumática Enfermedad inflamatoria autoinmune pro- 
ducida por una respuesta inmunitaria frente a una infección 
por Streptococcus pyogenes. 

Fijación de nitrógeno Reducción biológica de N; a NH, por 
la nitrogenasa. 

Filogenia Relaciones evolutivas entre organismos. 

Filtración Eliminación de las partículas en suspensión del 
agua mediante el paso de ésta a través de una o varias mem- 
ranas o medios permeables (por ejemplo, arena, antracita o 
tierra de diatomeas). 


FISH. Hibridación fluorescente in situ. 

Fisión binaria División celular que sigue al aumentar una cë- 
Jula dos veces su tamaño mínimo. 

Fitanil Cadena hidrocarbonada de 20 átomos de carbono, ra- 
mificada y presente en los lípidos de Archaea. 

Flagelados Un grupo de protozoos caracterizados por su mo- 
vilidad, producida por un apéndice largo que se mueve como 
un látigo. 

Flagelo Un apéndice largo y delgado con capacidad de rota- 
ción que se presenta en algunos procariotas y es responsa- 
ble de su propulsión en medias líquidos. 

Floculación Proceso de tratamiento del agua, posterior a la 
coagulación, que mediante una ligera agitación hace que las 
partículas suspendidas formen masas agregadas de mayor 
tamaño (óculos). 

Fómites Objetos inanimados que, si se contaminan con un par. 
tógeno viable, pueden transferir el patógeno al hospedador. 

Forma replicativa Molécula de DNA bicatenario que es un in 
termediario en la replicación de virus con DNA unicatenario. 

Fotofostorilación Producción de ATP mediante la fuerza mer 
triz de protones formada por reacciones fotosintéticas. 

Fosforilación a nivel de sustrato Producción de АТР pur 
transferencia directa de una molécula de fosfato de alta ener- 
gia desde un compuesto orgánico fosforilado hasta ADP. 

Fosforilación oxidativa Producción de ATP a expensas de la 
fuerza motriz de protones generada por el transporte de elec 
trones. 

Fototosforilación cíclica Reacciones de sintesis de ATP ener- 
úgizadas por la luz en los organismos fototrofos, donde los 
electrones se desplazan en un ciclo cerrado, estableciendo, 
una fuerza protón motriz. 

Fotosíntesis Serie de reacciones en las que se produce la sin- 
tesis de ATP por reacciones energizadas por la luz y la fij- 
ción de CO, dando material celular, 

Fotosíntesis anoxigénica  Fotosíntesis que no produce Oj. 

Fotosíntesis oxigénica Fotosíntesis realizada por cianobac- 
terias, algas y plantas verdes un las que se produce Oy. 

Fototaxis Movimiento de un organismo hacia la luz. 

Fototrofo Un organismo que utiliza la luz como fuente de 


energía 

Fraccionamiento isotópico Discriminación por las enzimas 
de los isótopos más pesados de los diversos isótopos de С, 5, 
«їс. lo que lleva al enriquecimiento de isótopos más ligero 
durante el metabolismo de CO), SOF, etc. 

FtsZ Una proteina clave en la división celular que forma un 
anillo alo largo del plano de división para iniciar la elonga- 
ción celular. 

Fuerza motriz de protones Un estado energético de la mem- 
brana que deriva de la separación de la carga y los elemen- 
tos del agua (H frente a ОН 7) a través de la membrana. 


Gen Un segmento de DNA que codifica para una proteína (via 
mRNA), un tRNA o un rRNA. 

Gen indicador Сеп incorporado a un vector porque el pro- 
ducto que codifica resulta fácil de detectar. 

Generación Espontánea hipótesis que supone que los orga- 
nismos vivos se pueden originar de materia inerte. 

Género Una colección de especies diferentes, que comparten 
una о más propiedades (generalmente varias propiedades), 
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Genes de la superfamilia de las inmunoglobulinas Familia 
de genes que están, evolutiva, estructural y funcionalmente 
relacionados con las inmunoglobulinas. 

Genoma El conjunto de genes contenido en una célula o un virus. 

Genómica Disciplina que implica el mapeo, secuenciación y 
análisis de genomas. 

Genotipo Constitución génica precisa de un organismo. 

@ісосайх Polisacáridos bacterianos que se extienden fuera 
dela célula, 

Glicolisis Una ruta bioquímica mediante la cual se fermenta 
la glucosa para producir energía (ATP) y varios productos 
resultantes de la fermentación. También se denomina ruta 
de Embden-Meyerhof. 

Gram negativa Un tipo de célula procariótica cuya pared o= 
ular contiene relativamente poco peptidoglicano y presen- 
ta una membrana externa compuesta por lipopolisacárido, 
lipoproteina y otras macromoléculas complejas. 

Gram positiva Tipo de célula procariótica cuya pared celular 
está compuesta básicamente por peptidoglicano y que care- 
се de membrana externa, 

Gremio (guild) Conjunto de poblaciones de microorganismos 
relacionados metabólicamente en un mismo lugar. 

Guerra biológica El uso de agentes biológicos para incapaci- 
tar o matar a los humanos. 


Habitat Lugar de residencia de una población microbiana en 
un medio. 

Halêfilo Un microorganismo que requiere sal (NaCI) para crecer. 

Halêfilo extremo Un microorganismo que requiere рага cre- 
cer grandes cantidades de sal (NaCI), por lo general supe- 
riores al 10% y a veces próximas a la saturación. 

Halorrodopsina Bomba de cloro impulsada por la luz que 
acumula el ion cloruro en el citoplasma 

Halotolerante Un organismo que no requiere sal (NaCI) para 
crecer pero que puede crecer en su presencia, en algunos 
casos, a niveles salinos elevados. 

Hapteno Una sustancia de bajo peso molecular que se com- 
bina con anticuerpos específicos, pero que es incapaz de des- 
encadenar por sí misma una respuesta inmune. 

Heliobacterlas Procariotas fototrópicos anoxigénicos que con- 
tienen bacterioclorofila g. i 

Hepatitis Inflamación del hígado generalmente usada por 
un agente infeccioso. 

Heterocisto Célula diferenciada de una cianobacteria que 
lleva a cabo la fijación de nitrógeno pero no la fotosíntesis 
oxigénica. 

Heterofermentativo Relativo a bacterias del ácido láctico, ca- 
paces de originar más de un producto de fermentación. 

Hibridación fluorescente in situ (FISH) Método que emplea 
un colorante fluorescente incorporado a una sonda nucleo- 
tídica específica para la identificación o rastreo de mieroor- 
ganismos en el ambiente. 

Hibridación genómica La determinación experimental de las 
similitudes entre dos genomas mediante la cuantificación del 
grado de hibridación de los DNA genómicos de dos orga- 
nismos, 

Hibridación Formación de un dúplex de ácido посіеісо con 
bandas que proceden de diferentes fuentes mediante apare- 
amiento de bases complementarias. 


Hidrogenasa Enzima capaz de añadir o quitar H,, amplia- 
mente distribuida entre los microorganismos anaerobios. 
Hidrogenosoma Un orgánulo de origen endosimbiótico pre- 
Sente en ciertos microorganismos eucarióticos anaeróbicos 
que funcionan oxidando el piruvato a hidrógeno, dióxido de 

carbono y acetato con producción de un ATP. 

Hidrotermal Una fuente caliente de las profundidades mar 
паз, o un manantial caliente. 

Hipersensibilidad Respuesta inmune que ocasiona un daño 
еп el hospedador, y que a veces se denomina alergia. 

Hipertermófilo  Micrvorganismo que tiene una temperatura 
óptima de 80°C o superior, 

HLA Antígenos leucocitarios humanos. 

Homotermentativo Relativo a bacterias del ácido láctico y 
que originan ácido láctico como único producto final de fer- 
mentación. 

Hongos mucosos Microorganismos eucarióticos no fototró- 
ficos que carecen de pared celular y se agregan para formar 
Cuerpos fructíferos o masas de protoplasma. 

Hongos Microorganismos eucarióticos no fototrópicos con 
Paredes celulares rígidas. 

Hospedador Organismo que alberga a un parásito. 

Huella dactilar dol ОМА Uso de técnicas de la ingeniería ge- 
ética para determinar el origen del DNA en una muestra 
de tejido. 


Ictericia Exceso en la producción y liberación de bilirrubina 
en el hígado, debido a la destrucción de los hepatocitos. EI 
resultado es la coloración amarillenta de la piel y los ojos. 

In silicio Uso de computadoras para llevar a cabo análisis so- 
fisticados. 

Incidencia El número de casos de enfermedad en una pobla- 
ción. 

Infección Multiplicación de los microorganismos en el hos- 


podador. 

Infección alimentaria Enfermedad causada por una infección 
resultante de la ingestión de alimentos contaminados, 

Infección nosocomial Infección adquirida en el hospital. 

Infecciones emergentes Enfermedades infecciosas que se 
cree que estan bajo control y vuelven a aparecer, 

Infecciones reemergentes Enfermedades infecciosas cuya 
incidencia ha aumentado en los últimos 20 años о cuya іпсі- 
dencia amenaza con aumentar en un futuro próximo. 

Inflamación Respuesta del hospedador frente a una lesión o 
Infección, que se caracteriza por eritema, hinchazón, calor y 
dolor. 

Ingeniería genética Uso de técnicas ín vitro para conseguir 
el aislamiento, la manipulación, la recombinación y la ex- 
presión del DNA, así como para desarrollar organismos gené- 
camente modificados. 

Inhibición La reducción del crecimiento microbiano debido a 
tun descenso en el número de microorganismos presentes o 
alteraciones en el ambiente microbiano. 

Inhibición por retroalimentación Una disminución en la ac- 
tividad de la primera enzima de una ruta causada porel pro- 
dueto final de la misma. 

Inhibidor de proteasas Compuesto que inhibe la proteasa vi- 
rica al unirse directamente al sitio catalitico de ésta, evitan- 
do la actividad catalítica de la proteasa. 
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Inhibidor no nucleósido de la transciptasa inversa (NATI) 
Compuesto análogo а los nucleósidos que inhibe la trans- 
criptasa inversa (reversa) de los virus por competición con los 
nucleósidos. 

Iniciador Una molécula (generalmente un polinucleótido) al 
cual la DNA polimerasa puede unir el primer desoxirribo- 
nucleótido nucleótido durante la replicación del DNA. 

Inmunidad Capacidad de un organismo para combatir, de 
forma específica, una infección. 

Inmunidad de grupo Resistencia de un grupo a un patóge- 
по, como resultado de la inmunidad de una gran proporción 
de los miembros del grupo. 

Inmunidad mediada por anticuerpos (humoral) Inmunidad 
producida por la estimulación de linfocitos В y que implica 
la interacción directa del antígeno con los anticuerpos. 

Inmunidad mediada por células (CMI) Inmunidad debida a 
células T específicas de antígeno. 

Inmunización (vacunación) Inoculaciûn del hospedador con 
patógenos inactivados y atenuados, о productos de patóge- 
пов para estimular la protección inmunitaria 

Inmunógeno Molécula capaz de desencadenar una respues- 
ta inmune. 

inmunoglobulina (Ig) Proteína soluble, producida par los lin- 
focitos B que interacciona con el antígeno; también se le co 
noce como anticuerpo. 

Inmunotransferencia (western blotting) Electroforesis de 
proteínas seguida de transferencia a una membrana y de- 
tección mediante adición de anticuerpos específicos, 

INNTA Inhibidor no nucleosídico de la transcriptasa reversa. 

Interferones Proteinas antivíricas específicas del hospedador, 
que impiden la infección de las células vecinas. 

Intoxicación alimentaria Enfermedad que resulta de la in- 
gestión de alimentos que contienen toxinas microbianas. 

INTR Inhibidor nucleosídico de la transcriptasa reversa. 

Intrón Las secuencias no codificantes que separan los exones 
en un gen partido. 

Invasividad Capacidad de ún patógeno para introducirse en 
el hospedador y diseminarse. 

IP Inhibidor de la proteasa. 

Irradiación Exposición de los alimentos a una radiación ioni- 
zante con el propósito de inhibir el crecimiento de microor- 
ganismos, insectos o de retardar el crecimiento y/o madura- 
ción. 


“Korarchaeota» Un phylum de Алда hipertermófilos que 
se ramificó en la base del tronco Archaea. 


Leghemoglobina Una proteína captadora de O, de los nó- 
dulos radicales. 

Leucocito polimorfonuclear (РММ, neutrófilo) Опа clase de 
leucocitos con propiedades fogocíticas, citoplasma granular 
y núcleo multilobulado como, por ejemplo, los neutrófilos 

Leucocitos Células nucleadas que se hallan en la sangre (cé 
lulas blancas de la sangre). 

Levaduras Hongos unicelulares, 

Linfa Un líquido parecido a la sangre pero carente de eritro- 
citos y que fluye por un sistema circulatorio distinto (el sis- 
tema linfático) que consta de ganglios linfáticos cuya función 
es filtrar material particulado (v. g., bacterias), 


Linfocitos Una subpoblación de células nucleadas de la san- 
gre que participan en una respuesta inmune. 

Liofilización Proceso de eliminación del agua de alimentos 
congelados bajo condiciones de vacio. 

pido Glicerol unido a ácidos grasos o a otras moléculas hi- 
drofébicas por enlace éster o éter. A menudo, también con- 
tiene otros grupos, como fosfato. 

Lipopolisacárido (LPS) Lipido que contiene polisacárido у 
proteína y que es el compuesto mayoritario en la pared ce- 
ular de las Bacteria Gram negativas. 

Liquen Un hongo y una alga (o cianobacteria) que viven en 
asociación simbiótica. 

Lisis Pérdida de la integridad celular con liberación del con- 
tenido citoplasmático. 

Lisógeno Опа bacteria que contiene un profago, 

Listeriosis Infección alimentaria intestinal causada por Liste- 
ría monocytogenes que puede producir septicemia y meningi- 
tis. 

Lixiviado microbiano Eliminación por la actividad microbia- 
па de metales valiosos como Си? de menas de sulfuro. 

Lixiviado Solubilización y eliminación de metales de las menas 
minerales por ataque microbiano. 


Macrófago Una clase de leucocitos de tamaño grande con ca- 
pacidad fagocitica. 

Macromolécula Polímero formado por monómeros unidos 
covalentemente. 

Magnetosomas Particulas de magnetita (Fe,0,) que forman 
una estructura rodeada por una membrana no lípido-pro- 
teica (no una unidad de membrana) en las Bacteria magne- 
Hotácticas. 

Malaria Enfermedad transmitida por insectos, caracterizada 
por episodios recurrentes de fiebre y anemia causada por el 
protozoo Plasmodium spp., habitualmente transmitida a los. 
mamiferos a través de la picadura del mosquito Anopheles 

Мара genético Ordenación de genes en un cromosoma. 

Marco de lectura abierta (ORF) Una secuencia de DNA que 
al ser transcrita origina una proteina de composición definida. 
Un marco funcional es el que codifica una proteína celular, 

Materias primas quimicas Productos químicos como el eta- 
nol que tienen un vajo valor monetario y se venden princi- 
palmente a granel. 

Medio complejo Un medio de cultivo compuesto por hidro- 
lizados de sustancias químicas no definidas, como extractos 
de levadura о de carne. 

Medio de cultivo Una solución acuosa de varias nutrientes 
que permite el crecimiento de los microorganismos. 

Medio definido Un medio de cultivo del que se conoce su 
composición química exacta. 

Medio diferencial Medio que permite la identificación de mi- 
croorganismos basados en su apariencia. 

Medio enriquecido Medio que permite el crecimiento de mi- 
стоограгзтов porque tiene añadidos factores de crecimiento, 

Medio рага propósito general Medio que soporta el creci- 
miento de la mayoría de aeróbicos y anaeróbicos falcultati- 
vos. 

Medio selectivo Medio que permite el crecimiento de unos or- 
ganismos retrasando el crecimiento de otros, debido a que 
беле un componente añadido, 
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Meiosis Proceso de división nuclear durante la gametogéne- 
sis en el que la repetición cromosómica pasa de dos (diploi- 
Че) a una sola copia de cada cromosoma (haploide). 

Membrana citoplasmática Barrera con permeabilidad se- 
lectiva que envuelve al citoplasma y lo separa del entorno. 

Membranas mucosas Capas de células epiteliales que inter- 
actúan con el ambiente exterior. 

Memoria inmunológica Capacidad de producir rápidamen- 
te grandes cantidades de células inmunes o anticuerpos es 
pecíficos tras una nueva exposición a un mismo antígeno, 

Meningitis Inflamación de las meninges (membranas que re- 
cubren el cerebro) algunas veces causada por Neisseria me- 
ningitidis y caracterizada por repentino dolor de cabeza, 
vómitos y rigidez del cuello, frecuentemente produce coma 
оп pocas horas. 

Meningococemia Enfermedad fulminante causada por Nets 
sería meningitidis caracterizada por septicemia, coagulación 
intravascular y schock. 

Meningoencefalitis Invasión, inflamación y destrucción del 
tejido cerebral producido por la ameba Naeglería fowleri u 
otros patógenos. 

Mesófilo Un organismo que crece mejor a temperaturas entre 
20°C y 45°С, 

Metabolismo Conjunto de reacciones bioquímicas de una cê- 
Jula. 

Metabolito primario Un metabolito que se excreta durante la 
fase logaritmica de crecimiento. 

Metabolito secundario Un metabolito que se excreta al final 
de la fase logarítmica de crecimiento y en la fase estaciona- 
ría de crecimiento. 

Metanogénesis Producción biológica de metano (CH) 

Metanógeno Término que alude a un procariota productor 
de gas metano. 

Motanotrofia Nutrición a partir de la oxidación de metano, 

Metanotrofo Un organismo capaz de oxidar metano (CH4). 

Metazoos Organismos pluricelulares. 

Metilotrofia Metabolismo cñergético en el que grupos metilo 
о е1 metano son oxidados como donadores de electrones. 
Metilotrofo Un organismo capaz de oxidar compuestos orgá- 
nicos que no contiene enlaces carbono-<arbono; si es capaz de 

lar metano también es metanotrófico. 

МНС de clase | Proteína presentadora de antígenos presen- 
te en todas las celulas nucleadas de vertebrados. 

МНС de clase Ii Proteína presentadora de antígenos presen- 
te en macrófagos, linfocitos B y células dendríticas (células 
presentadoras de antígeno). 

Micomiza Asociación simbiótica entre un hongo y las raices de 
una planta 

Micosis Enfermedades causadas por hongos. 

Місгоаегбћо Organismo aeróbico que puede crecer sólo cuan- 
do la presión parcial del oxigeno es menor que la del aire. 
Microambiente El medio inmediato que rodea una célula mi- 

crobiana o un grupo de células. 

Microelectrodo Electrodo pequeño de cristal para medir el 
РН о compuestos especificos, Os, HS, etc., que se pueden 
introducir en un hábitat microbiano a intervalos de micro- 
escala, 

Microorganismo Organismo microscópico constituido por 
una sola célula o varias, incluyendo Jos virus. 


Mitocrondria  Orgánulo respiratorio de los organismos euca- 
rióticos: 

Mitosis Proceso de replicación y partición de los cromosomas 
еп las células eucarióticas que van a las células hijas. 

Mixotrófico Estado nutricional en el que un compuesto inor- 
gánico sirve сото fuente de energía (donador de electrones) 
y uno o varios compuestos orgánicos sirven como fuente de 
carbono. 

Mohos Hongos filamentosos. 

Molécula Dos o más átomos unidos químicamente entre sí, 

 Мопоохідепаѕа Enzima que cataliza la incorporación de un 
átomo del O; en un sustrato, mientras que el otro átomo se 
reduce a НЮ, 

Morbilidad Incidencia de una enfermedad en una población. 

Morfologia Forma celular. 

Mortalidad Incidencia de muertes en una población. 

Motivo Secuencia conservada de aminoácidos que se en- 
'cuentra en todos los péptidos antígénicos que se unen a una 
determinada proteina del МНС. 

Movimiento ameboide Un tipo de movilidad, en que el movi- 
miento del citoplasma impulsa al organismo hacia adelante, 

Mutación Cambio heredable en la secuencia de bases del ge- 
noma de un organismo. 

Mutación puntual Mutación que afecta sólo a un par o unos 
pocos pares de bases 

Mutagénesis dirigida Técnica por la que puede construirse in 
vitro un gen con una mutación específica, 

Mutágenos Agentes que causan mutación. 

Mutante Organismo cuyo genoma lleva una mutación 


Nitrficación Proceso por el que NH, es oxidado a NO, 

Nitrogenasa Enzima capaz de reducir N, a NH, en el proce 
so de fijación del nitrógeno. 

Nódulo radical Crecimiento en forma de tumoración en ral- 
ces de plantas que contiene bacterias simbióticas fijadoras 
de nitrógeno. 

Nûcleo Una estructura rodeada por una membrana que con- 
tiene los cromosomas en células eucariótica. 

Nucleoide Masa total de DNA que constituye el cromosoma 
де las células procarióticas (Bacteria y Аптап). 

Nucleósido Un nucleótido sin su grupo fosfato. 

Nucleótido Un monómero de un ácido nucleico que contie- 
ne una base nitrogenada (adenina, guanina, citosina, timina 
о uracilo), una molécula de fosfato y un azúcar, bien sea ri- 
bosa (en el RNA) o desoxirribosa (еп el DNA). 

Número más probable (NMP)  Dilución seriada de una mues- 
tra natural para determinar la mayor dilución que produce 
crecimiento. 


Oncogen Un gen cuya expresión causa la formación de un 
tumor. 


Operón Undo más genes transcritos en un único RNA bajo el 
control de un único sitio regulador. Sin embargo, el término 
se utiliza para describir una unidad de transcripción que con- 
tiene más de un gen. 

Organismo genéticamente modificado (GMO) Organismo 
cuyo genoma ha sido modificado utilizando métodos de la 
ingeniería genética. El acrónimo GM también se utiliza en 
construcciones tales como cosechas GM y alimentos СМ. 
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Organismos transgénicos Plantas o animales que incorpo- 
тап de forma estable DNA clonado que ha sido introducido 
dentro de ellos. 

Orgánulo Estructuras del tamaño de bacterias, rodeadas de 
una unidad de membrana y especializadas en funciones me- 
tabólicas que se encuentran dentro de las células eucarióti- 
саз 

Ortólogos Genes que se encuentran en un organismo y que 
son similares a los de otro organismo pero que difieren 
por el propio proceso de especiación (véase también Pará- 
logos). 

Óxica Соп oxígeno (se aplica principalmente a un medio de 
cultivo, hábitat o ambiente). 


Pandemia Epidemia de ámbito mundial. 

Parálogos Genes de un organismo cuya similaridad es el те- 
sultado de una duplicación génica en algún punto de la evo- 
lución del organismo (véase también Ortólogos), 

Parásito Organismo capaz de multiplicarse en un hospeda- 
dor y producirle daño, 

Pasteurización Destrucción de todos los microorganismos 
productores de enfermedades o reducción en el número de 
microorganismos alterantes, 

Patogenicidad Capacidad de un parásito para causar daño 
en un hospedador. 

Patógeno Un microrganismo parasito que causa daño al hos- 
pedador 

Penicilina biosintética Producción de una forma particular de 
penicilina aportando al organismo los precursores especifi- 
сов de la cadena lateral 

Penicilina semisintótica Una penicilina obtenida a partir de 
compuestos producidos por fermentación microbiana y sín- 
tesis química. 

Peptidoglicano Una molécula polisacarídica formado por 
unidades repetitivas y alternantes de acetilglucosamina y 
ácido acetilmurámico y péptidos cortos que forma capas ad- 
yacentes unidas a través def puentes peptídicos. 

Periplasma Región gelatinosa entre la capa externa de la 
membrana citoplasmática y la superficie interna de la capa de 
lipopolisacárido de las Bacteria Gram negativas. 

Peritrico Modelo de flagelación en el que los flagelos se loca- 
lizan alrededor de la superficie celular. 

Peste Enfermedad epidémica transmitida por los roedores y 
causada por Yersinia pestis, y ocasionalmente transmitida a 
los hombres por la picadura de una pulga. 

pH Valor negativo del logaritmo de la concentración de iones 
hidrógeno (H*) en una solución. 

Phylum Principal linaje de células en uno de los tres dominios 
de vida. 

Pinzas de lser Instrumento para obtener cultivos axénicos 
mediante el cual una cólula individual puede ser atrapada 
con un haz de láser y separarse de las células circundantes 
рага ponerla en un medio de cultivo estéril 

Pirita Un mineral de hierro, el FeS» 

Placa dental Conjunto de células bacterianas incluidas еп una 
matriz de polímeros extracelulares y productos salivares, pre- 


Una zona de lisis o inhibición celular causada por la in- 
fección vírica de un césped de células sensitivas. 


Plasma La parte líquida de la sangre que queda al eliminarlas 
células e inactivar los factores de la coagulación. 

Plásmido Elemento genético extracromosomal que no tiene 
forma extracelular, 

Plásmido Ti Plásmido conjugativo presente en la bacteria 
Agrobacterium tumefaciens que puede transferir genes а las 
plantas. 

Plásticos microbianos (bioplásticos) Polímeros biodegra- 
dables con propiedades similares a los plásticos sintéticos, 
obtenidos a partir de microorganismos. 

Polar Que posee propiedades hidrofílicas y es generalmente 
soluble en agua. 

Poli-fi-hidroxibutirato (PBH) Material de reserva nutritiva 
presente en procariotas compuesto por un polimeru de В 
deoxibutirato u otro tipo de ácido f-alcanoico. 

Polímero Un compuesto químico formado por polimerizas 
ción y que consta de unidades repetitivas llamadas mond- 


Polimorfismo La existencia de múltiples alelos en un loc 
con una frecuencia que no puede explicarse por la presencia 
де mutaciones al azar recientes. 

Polinucteótido Un polímero de nucleótidos unidos entre sl 
por enlaces fosfodiéster, 

Polipéptido Un polímero de aminoácidos unidos entre sí por 
enlaces peptídicos. 

Polisacárido Un polímero de monosacáridos unidos entres 
por enlaces glicosidicos. 

Porcentaje de bases GC Ên el DNA (o RNA) de cualquiera 
ganismo, el porcentaje del DNA constituido por guanina ych- 
tosina 


Portador Individuo con una infección subclínica, que puedi 
propagar una enfermedad. 

Potable Que puede ser consumido por la población, 

Potencial de reducción La tendencia intrínseca (medida wn, 
voltios) de una sustancia para donar electrones, 

Precipitación Reacción entre un anticuerpo y un antígeno вое 
luble que da lugar a un complejo visible e insoluble, 

Prevalencia La proporción o porcentaje de individuos de una. 
población que tienen una enfermedad 

Prión Un agente infeccioso cuya forma intracelular puede nd 
contener ácido nucleico. 

Procariota Una célula que carece de un núcleo delimitado por 
una membrana nuclear y de otros orgánulos. 

Procesamiento de RNA Conversión de un RNA precursora! 
su forma madura. 

Prochlorophyta Un procariota fototrofo oxigénico que cons 
tiene clorofila а y b pero carecen de ficobilinas. 

Productor primario Organismo que usa la luz para sintetizar 
materia orgánica a partir de CO. 

Promotor Un sitio en el DNA al cual puede unirse la RNA 
polimerasa y comenzar la transcripción. 

Prosteca Una proyección de citoplasma rodeado de pared ces 
lular que a menudo forma un apéndice distintivo. 

Proteasa Una enzima que degrada proteínas por hidrólisis. 

Proteina Un polipéptido o grupo de polipéptidos que forman 
una molécula con una función biológica específica. 

Proteína activadora Una proteína reguladora que se une û 
sitios específicos del DNA y activa la transcripción: 
da en el control positivo. 
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Proteína quinasa detectora Uno de los miembros de un sis- 
tema de dos componentes; una quínasa que se encuentra en 
la membrana celular y que se autofostorila en respuesta a 
una señal externa y luego pasa el grupo fosforilo a una pro- 
teina reguladora de respuesta (véase proteina reguladora de 
la respuesta). 

Proteína reguladora de la respuesta Uno delos dos miem- 
bros de un sistema de dos componentes; una proteína regu- 
ladora que es fosforilada por una proteina quinasa sensora 
{véuse proteína quinasa sensora). 

Proteína represora Una proteína reguladora que se une a si- 
tios específicos del DNA y bloquea la transcripción; impli- 
cada en el control negativo. 

Proteínas del МНС clase 1 Proteínas presentadoras de anti- 
geno que se expresan en todas las células nucleadas de los 
vertebrados. 

Proteínas del МНС clase II. Proteínas presentadoras de anti- 
geno, expresadas fundamentalmente en macrófagos, células 
B y otras células presentadoras de antígeno (como las célu- 
las dendríticas), 

Proteobacteria Un grupo grande de Bacteria Gram negativas 
relacionadas filogenéticamente, 

Proteoma El conjunto de proteínas de una célula, tejido u or- 
ganismo en un momento dado. 

Proteómica Estudio global en el ámbito estructural y funcio- 
nal de todas las proteínas de un organismo, 

Proteorrodopsina Proteina sensible a la luz en algunos miem- 
bros del dominio Bacteria que cataliza la formación de ATP. 

Protoplasto Una célula a la que se le ha eliminado la pared oe- 
Jular y sólo es viable еп un medio osmótico adecuado. 

Protozoos Microorganismos unicelulares eucaríóticos no fo- 
totróficos que carecen de pared celular. 

Provirus (profago) El genoma de un virus temperado cuan- 
Чо se está replicando con, generalmente integrado en, el cro- 
mosoma del hospedador 

Proyecto de Base de Datos del Ribosoma (RDP) Una gran 
base de datos a la que puede accederse electrónicamente y 
que contiene secuencias del RNA de la subunidad pequeña 
del ribosoma y se utilizan en estudios de comparación de se- 
cuencias del RNA ribosómico. 

Pseudomonas Miembro del género bacteriano Pseudomonas, 
un gran grupo de bacterias Gram negativas con metabolismo 
obligadamente respiratorio (nunca fermentativo). 

Psicrófilo. Organismo con una temperatura óptima de creci- 
miento de 15°C o menor y una temperatura máxima de cre 
cimiento inferior a 20°С. 

Pslcrotolerante Organismo capaz de crecer a bajas tempera- 
turas pero cuya temperatura óptima de crecimiento está por 
encima de 20°C. 

Puente de hidrógeno Un enlace químico débil entre un átomo 
de hidrógeno y un segundo elemento más electronegativo, 
normalmente un átomo de oxigeno o de nitrógeno, 


Quimiolitotrofo Organismo que obtiene su energía de la oxi- 
dación de compuestos inorgánicos. 

Quimioorganotrofo Un organismo que obtiene su energía de 
la oxidación de compuestos orgánicos. 

Quimioquina Proteina pequeña, soluble, producida por dife- 
rentes células y encargada de modular las reacciones infia- 


matorias y la inmunidad a través de sus efectos en las célu- 
Jas diana. 

Quimiostato Aparato que permite el cultivo continuo de mi- 
croorganismos en el que se pueden controlar independien- 
temente la velocidad de crecimiento y el número de células. 

Quimiotaxis Movimiento de un organismo hacia (positivo) o 
alejándose de (negativo) un gradiente de un compuesto quí- 
mico. 

Quinasa Una enzima que adiciona un grupo fosfato a un com- 
puesto 

Quinolonas Compuestos antibacterianos sintéticos que inter- 
accionan con la DNA girasa e impiden el superenrollamien- 
10 del DNA bacteriano. 

Quiste Forma infecciosa de un protozoo parásito que se re- 
cubre de una delgada pared resistente de naturaleza física y 
química 

Quitina Un polímero de N-acetil-D-glucosamina que se en- 
cuentra habitualmente en las paredes celulares de hongos y 
algas. 

Quorum sensing Rutas reguladoras de Bacteria que respon- 
den a densidad de población. 


Rabia Enfermedad neurológica generalmente mortal causa- 
da por el virus de la rabia, transmitida por la mordedura о 
la saliva de un carnívoro infectado. 

Reacción de Stickland Fermentación de un par de aminoá- 
cidos en la que uno de ellos sirve сото danador de electro- 
nes y el segundo como aceptor. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) Método usado 
para amplificar una secuencia específica de ОМА in vitro por 
repetidos ciclos de síntesis usando cobadores específicos y 
DNA polimerasa. 

Recalcitrante Resistente al ataque microbiano. 

Receptor de célula Т (TCR) Receptor proteico de la superfi- 
«ie de los linfocitos Т que reconoce especificamente al anti- 
geno. 

Recombinación Proceso por el que parte o todas las molécu- 
las de DNA de dos fuentes separadas se intercambian о se 
juntan en una unidad. 

Regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) 
Variaciones en la secuencia de aminoácidos que tienen lugar 
еп las regiones variables de las Igw о los ТС» en las que ocu- 
ттеп la mayoría de los contactos moleculares con el antígeno 
también conocidas como regiones hipervariables). 

Regiones hipervariables Variaciones en la secuencia de ami- 
noácidos que tienen lugar en las regiones variables de las Igs 
о los TCRs en las que ocurren la mayoría de los contactos 
moleculares con el antígeno (también conocidas como re- 
giones determinantes de la complementariedad). 

Replicación semiconservativa Sintesis de DNA que origina 
nuevas dobles hélices, cada una formada por una cadena pa- 
rental y otra de nueva síntesis. 

Replicación Síntesis de DNA utilizando DNA como molde o 
templado, 

Reservorio Sitios en los que permanecen los agentes infec- 
dosos viables y a partir de los cuales puede ocurrir una in- 
tección. 


Resistencia a un compuesto antimicrobiano La capacidad 
adquirida de un microorganismo para crecer en presencia de 
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un compuesto antimicrobíano, al que habitualmente el mi- 
croorganismo es sensible. 

Respiración Proceso en el que un compuesto es oxidado con 
O, (о un sustituto del Оз), que funciona como aceptor termi- 
nal de electrones, y que normalmente se acompaña de la pro- 
ducción de ATP por fosforilación oxidativa. 

Respiración anaeróbica Respiración en la que alguna sus- 
tancia como SO, о NO, sirve como aceptor terminal de 
electrones en vez de Oy. 

Respuesta primaria de anticuerpos Anticuerpos fabricados 
tras la primera exposición al antígeno; la mayoría son de la 
clase Ig M. 

Respuesta secundaria de anticuerpos Anticuerpos gene- 
rados tras la segunda о posterior exposición al antígeno; la 
mayoría son de la clase Ig G. 

Retrovirus Un virus cuyo genoma RNA tiene un DNA inter- 
mediario como parte de su ciclo replicativo. 

RIA Radioinmuncanálisis. 

Ribosoma Una partícula citoplasmica compuesta de RNA ri- 
bosómico y proteína, la cual es parte central de la maquina- 
ría sintetizadora de proteínas de la célula, 

Ribotipado Una técnica para identificar microorganismos a 
partir del análisis de los fragmentos de DNA generados por 
digestión de los genes que codifican su rRNA 165 con enzi- 
mas de restricción. 

Ribozima Una molécula de RNA que puede catalizar reac 
ciones químicas. 

Rickettsia Parásito intracelular estricto que produce una im- 
portante variedad de enfermedades como el tifus, la fiebre de 
las montañas rocosas y ehrlichiosis. 

Rizosfera Región inmediatamente adyacente a las raíces de 
Jos plantas. 

RNA Ácido ribonucleico, implicado en la síntesis de proteínas 
сото RNA mensajero, RNA de transferencia y RNA ribosó- 
mico. 

RNA de transferencia (ЯМА) Una molécula adaptadora uti- 
lizada en la traducción qué tiene especificidad por un deter- 
minado aminoácido y por uno о más codones. 

ЯМА mensajero (mRNA) Una molécula de RNA que contie- 
ne la información necesaria para codificar para una proteína. 

ЯМА polimerasa Опа enzima que sintetiza RNA en la direc- 
ción 5' + 3' usando una cadena antiparalela de DNA como 
templado. 

ЯМА ribosómico (RINA) Tipos de RNA encontrados en el ri- 
bosoma; algunos participan activamente en el proceso de la 
sintesis de proteínas. 

"ЯМА 165 Un polinucicótido grande (-1500 bases) que fun- 
Чопа como parte de la subunidad pequeña del ribosoma de 
procariotas y de cuya secuencia puede obtenerse informa- 
ción evolutiva; el correlativo eucariótico es el rRNA 185. 

Rumen El primer compartimento del estómago de los ru- 
miantes en el que tiene lugar la digestión de la celulosa. 

Ruta del acetil-coA (Ljungdahl-Wood) Ruta de fijación au- 
totrófica del CO, muy extendida entre anaerobíos estrictos 
tal como los metanógenos, homoacetógenos y bacterias re- 
ductoras de sulfato, 


‘Salmonelosis Enterocolitis causada por alguno de los 1400 
serotipos de Salmonella spp. 


Salud pública La salud de la población en conjunto. 

Secuencia signatura Oligonucleótido corto de secuencia de 
finida presente en el rRNA 165 о 185 característico de un or- 
ganismo específico о grupo de organismos relacionados 
filogenéticamente y útil para la construcción de sondas. 

Selección Disposición de los organismos bajo condiciones 
que favorecen el crecimiento de un determinado genotipo. 

Selección clonal Los linfocitos T y В producen copias de sí 
mismos cuando son estimulados por un antígeno, 

Selección negativa En la maduración de los linfocitos T, los 
que reconocen antígenos propios en el timo son eliminados 
(абве delección clonal). 

Selección positiva Еп la maduración de los linfocitos T, los 
que en el timo interaccionan con el МНС propio estimulan 
su crecimiento y desarrollo. 

Sensibilidad La más pequeña cantidad de antígeno que puede 
ser detectada. 

Septicemia Infección de la sangre 

Serología Estudio in vitro de las reacciones antígeno-antis 
cuerpo. 

Sesgo en el enriquecimiento Problema relacionado con el 
cultivo de enriquecimiento, donde los resultados se desvía 
porel aislamiento de especies minoritarias en detrimento dè 
organismos de mayor abundancia y significado ecológico: 
un hábitat 

Setas Hongos filamentosos que producen cuerpos fructifera. 
macroscópicos, frecuentemente comestibles, 

Sideróforos Agentes quelantes de hierro que pueden unir hit 
tro presente en muy bajas concentraciones. 

Sifilis congénita Sifilis contraída por un recién nacido а par- 
tir de su madre durante el parto, 

Sindrome de Shock tóxico (TSS) Shock sistémico agudo que 
se produce como resultado de la respuesta del sistema 
munitario a la exotoxina producida por Staphylococcus aile 


rica aguda, emergente, caracterizada por neumonía y trans- 
mitida por roedores. 

Sintrofia Proceso en el cual dos o más microorganismos cos 
operan en la degradación de una sustancia que no pueden: 
degradar por sí solos, 

Sistema binomial El sistema propuesto por Linneo рага 
denominar a un Organismo vivo según el cual a cada ar- 
ganismo se le da un nombre genérico y un epíteto de 

ie. 

Sistema de distribución Cañerías, depósitos de almacene 
miento, tanques y otros elementos empleados para distribuir 
о almacenar el agua potable. 

Sistema de dos componentes Un sistema regulador que: 
¡contiene una proteína quínasa sensora y una proteína 
ladora de la respuesta (véase proteína sensora y proteína 
guladora de la respuesta). 

Soluto compatible Una molécula que se acumula en el cii 
plasma para ajustar la actividad de agua y que no inhibe los 


Sonda Ver sonda de ácido nucleico. 
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Sonda de ácido nucleico. En microbiología clínica, un oligo- 
nucleótido corto y de secuencia única que se emplea como 
sonda de hibridación para la identificación de patógenos 
(véase Capítulo 6 para su empleo generalizado). 

Sonda filogenética Un oligonucleótido, algunas veces con- 
vertido en fluorescente por la unión de un colorante, con una 
secuencia complementaria a alguna secuencia signatura del 
RNA ribosómico. 

Suero La porción líquida de la sangre que resulta de la elimi- 
nación de los factores de la cosgulación y las células. 

Sulfatara Emisor volcánico rico en azufre que genera un am- 
biente ácido y habitado por arqueas hipertermófilas. 


Talasemía Condición genética que confiere resistencia a la 
malaria pero causa una reducción en la eficiencia de los giò- 
bulos rojos por la alteración de una enzima. 

Taxonomía La ciencia de la identificación, clasificación y no- 
menclatura. 

TONA Segmento del plasmido Ti de la bacteria Agrobacterium 
que se transfiere a las células vegetales. 

Técnica asóptica Conjunto de manipulaciones utilizadas 
para evitar contaminaciones durante el manejo de objetos es- 
tériles o de cultivos microbianos. 

Temperaturas cardinales Las temperaturas minima, óptima 
y máxima que permiten el crecimiento de un organismo de- 
terminado. 

Terapia génica Tratamiento de una enfermedad causada por 
la disfunción de un gen, que consiste en la introducción de 
una copia correcta de dicho gen. 

Termêfilo Organismo cuya temperatura Óptima de creci- 
miento está entre 45°C y 80°C 

Tormosoma Una chaperonina inducida por choque térmico 
que repliega parcialmente proteínas parcialmente desnatu- 
ralizadas por la temperatura en Archaea hipertermófilos. 

Test de la tuberculina Prueba que se realiza en la piel para de- 
tectar si ha existido una infección previa con Mycobaterium tu- 
bercolisis. 

Tétanos Enfermedad que produce una rápida parálisis de los 
músculos, causado por una toxina producida por Clostridium 
леш 

Tetraciolinas Una clase de antibióticos que contienen el ani- 
lo de naftaceno de cuatro átomos. 

Tiempo de generación El tiempo necesario para que una po- 
blación de células microbianas duplique su número, 

Tilacoides Sistemas de sacos membranosos fotosintéticos presen- 
tes en el citoplasma de las cianobacterias y en los cloroplastos. 

Titulo En un contexto inmunológico, cantidad de anticuerpo 
presente en una solución. 

Tolerancia Incapacidad para producir una respuesta inmune 
contra antígenos específicos. 

Toxigenicidad  Patogenicidad causada por toxinas produci- 
das por un patógeno. 

Tracto respiratorio inferior Tráques, bronquios y pulmones. 

Tracto respiratorio superior. Nasofaringe, cavidad oral y gar- 
кама. 

Traducción Síntesis de proteinas utilizando la información 
genética presente en un RNA mensajero. 

Traducción inversa Proceso mental que consiste en utilizar 
tuna tabla de codones y la secuencia de una proteína con el fin 


de obtener la posible secuencia del mRNA o el gen que co- 
dificó dicha proteína. 

Trancripción reversa El proceso de copiar а DNA la infor- 
mación presente en el RNA. 

Transcripción inversa El proceso de copia en el DNA de la in- 
formación contenida en el RNA. 

Transcripción Síntesis de RNA usando un DNA como molde 

Transcrito primario Una molécula de RNA no procesado que 
es el producto directo de la transcripción. 

Transducción Transferencia de genes del huésped de una cé- 
lula а otra por medio de un virus, 

Transferencia horizontal de genes Presencia de un gen en 
un organismo procedente de otro. 

Transferencia interespecifica de hidrógeno La producción 
y consumo inmediato de Н, por diferentes grupos de mi- 
eroorganismos que interaccionan estrechamente durante el 
catabolismo anaeróbico, 

Transferencia lateral (horizontal) de genes El intercambio de 
genes entre todas las células de una comunidad microbiana, 

Transformación Transferencia de genes bacterianos que im- 
plica DNA libre. Un proceso por el que una célula normal se 
convierte en una célula cancerosa, 

Translocación de grupo Mecanismo de transporte depen- 
diente de energía, en el cual la molécula transportada es mo- 
dificada químicamente durante el transporte, 

Transportador ABC Un sistema transportador de membrana 
que comprende tres proteínas, una que hidroliza ATP como 
fuente de energía permitiendo el transporte, otra que une el 
sustrato en el exterior de la célula y otra que actúa como canal 
de transporte a través de la membrana. 

Transporte inverso de electrones Movimiento de electro- 
nes, con consumo de energía, contra el gradiente termodi- 
námico, produciendo un reductor fuerte a partir de un 
donador de electrones débil. 

Transposón Un tipo de elemento transponible que leva genes 
adicionales a los implicados en la transposición. 

Traspeptidación Formación de puentes peptídicos entre las 
unidades de ácido nacetil murámico durante la síntesis de 
peptidoglicano. 

Tratamiento secundario En el tratamiento de aguas resi- 
duales, la descomposición tanto aeróbica como anóxica de 
las aguas residuales, después de retirar los objetos no de- 
gradables pOr tratamiento primario. 

Tubo de infección En la formación de nódulos radicales, el 
tubo de celulosa a través del cual las células de Rhizobium se 
desplazan hasta alcanzar e infectar las células de la raíz. 

Turbidez Medida de las partículas suspendidas en el agua. 


Vector Agente vivo que transfiere un patógeno (обаве el otro 
uso de la palabra en el Capitulo 31). 

Vector de clonación Elemento genético en el que los genes 
pueden replicarse y recombinarse. 

Vector de expresión Vector de clonación que contiene las se- 
cuencias reguladoras necesarias para permitir la transcrip- 
ción y la traducción de genes clonados. 

Vector de integración Vector de clonación que se integra en 
sel cromosoma de un hospedador. 

Vector lanzadera Vector de clonación que puede replicarse en 
dos о más hospedadores distintos. 
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Vehiculo Fuente inanimada de patógenos que infecta a gran 
número de individuos. Vehículos comunes son los alimen- 
tos y el agua, 

Vesículas de даз Estructuras citoplasmáticas llenas de gas у 
limitadas por proteínas que permiten la Notabilidad de las 
células, 

Vida con АМА Una forma de vida carente de DNA y protei- 
па que pudo haber existido en la Tierra primitiva y en la que 
el RNA servía a la vez de material genético y catalítico. 

Vigilancia. Observación, reconocimiento y declaración de las 
enfermedades cuando aparecen 

Virión La partícula del virus completa; el ácido nucleico ro- 
deado de una cubierta proteica o, a veces, de otro material. 

Viroide Pequeño, circular, de cadena sencilla. 

Virulencia Grado de patogenicidad que es capaz de producir 
un determinado patógeno. 


Virus atemperado Un virus cuyo genoma es capaz de repli- 
carse junto con el de su hospedador y по causa muerte celu- 
lar en un estado denominado lisogenia. 

Virus virulento Un virus que lisa o mata la célula hospeda- 
dora después de la infección; un virus no temperado. 
Vîrus Un elemento genético que contiene RNA о DNA y se re- 
plica dentro de las células pero se caracteriza también рог 

tener un estado extracelular. 


Xenobiótico Producto totalmente sintético que no se da en la 
naturaleza. 

Xerófilo. Organismo que es capaz de vivir, o que vive mejor, en 
ambientes muy secos. 


Zoonosis Enfermedad que ocurre primordialmente en los ani- 
males, pero puede ser transmitida a las personas. 
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ÁRBOL FILOGENÉTICO DE ARCHAEA. Este árbol se ha construido a partir de las 
secuencias del RNA ribosómico 165. En Archaea pueden definirse tres phyla princi- 
pales: el phylum Crenarchaeota, formado por especies hipertermófilas y especies 
que viven en ambientes fríos; el phylum Euryarchaeota, formado por procariotas 
metanogénicos y halófilos extremos; у el phylum «Korarchaeota», que son hiper- 
termófilos, hasta donde sabemos. Véanse Secciones 11.4-11.8 para más información 
sobre filogenias basadas en RNA ribosómico. Datos obtenidos de la Base de Datos del 
Proyecto de Secuenciación del Ribosoma (Ribosomal Database project). 
http//rdp.cme.msu.edu 
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ÁRBOL FILOGENÉTICO DE ARCHAEA. Este árbol se ha construido a partir de las 
secuencias del RNA ribosómico 165. En Archaea pueden definirse tres phyla princi- 
pales: el phylum Crenarchaeota, formado por especies hipertermófilas y especies 
que viven en ambientes fríos; el phylum Euryarchaeota, formado por procariotas 
metanogénicos y halófilos extremos; y el phylum «Korarchaeota», que son hiper- 
termófilos, hasta donde sabemos. Véanse Secciones 11.4-11.8 para más información 
sobre filogenias basadas en RNA ribosómico. Datos obtenidos de la Base de Datos del 
Proyecto de Secuenciación del Ribosoma (Ribosomal Database project). 
http//rdp.cme.msu.edu 
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ÁRBOL FILOGENÉTICO DE EUKARIA, LOS EUCARIOTAS. Este árbol se ha cons- 
truido a partir de las secuencias del RNA ribosómico 185, obtenido de la subunidad 

"йа de los ribosomas citoplasmáticos. Observe la estecha relación filogenética 
que existe entre animales y plantas y la distante relación que hay entre estos orga- 
nismos y otros organismos como Giardia. Véanse Secciones 11.4-11.8 para más infor- 
mación sobre filogenias basadas en RNA ribosómico. Datos obtenidos de la Base de 
Datos del Proyecto de Secuenciación del Ribosoma (Ribosomal Database project). 
http//rdp.cme.msu.edu 
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En microbiologia, como en la vida en general, las cosas 

La portada y la parte izquierda de esta contraportada inc 

investigación real. Las dos representan el mismo campo 

bacterianas dentro de una muestra de lodo activado pr 

tratamiento de lodos; las células del panel superior se 

de contraste de fase (una forma de microscopía de luz), mientras que las бе! pane fior 
se tiñeron y fotografiaron mediante microscopía de fluorescencia. Los tintes fluorescentes 
que se utilizaron para teñir las células, 5ı гоп a sondas de ácido nucleico diseñadas 
para lograr la hibridación a las secuencias ido nucleica complementarias del RNA de 
los ribosomas de las células, En todo caso, cada uno de los tintes (verde, azul y amarillo) 
se ligó a su única sonda propia, lo que permitió que cada una de dichas sondas (de color 
distinto) se dirigiera a un subconjunto concreto de células dentro de la comunidad 
microbiana. Tal como se muestra en la micrografía fluorescente, la sonda verde marcó una 
pequeña bacteria que formaba segmentos celulares, mientras que las sondas azul y 
amarilla revelaron que las grandes células ovoides, que prácticamente no podían 
distinguirse en la microscopía de contraste, estaban formadas en realidad por dos 
poblaciones genéticamente distintas. El uso de este conjunto de sondas en las 
investigaciones permitió concluir que en la degradación del lodo participaban al menos 
tres poblaciones distintas. 


Las sondas moleculares como las que se muestran aquí han abierto nuevas puertas en el 
сатро de la ecología microbiana, por lo que los microbiólogos, sí bien siguen utilizando su 
herramienta más antigua, el microscopio, disponen ahora de nuevas y apasionantes 
formas de plantear preguntas sofisticadas sobre la composición de las comunidades 
naturales de microorganismos, 


La décima adición de Brock Biología de las Microorganismos trata éstos y otros muchos 
descubrimientos de la ecología microbiana, así como los principios básicos de la 
microbiología, la biología molecular, la diversidad microbiana, la genómica y la 
microbiología médica, todo ello en un lenguaje ameno y comprensible. La décima edición 
incluye además una presentación y una organización totalmente nuevas del mater 
incluido en la edición anterior de este manual. Asi, el libro está ahora organizado en seis 
unidades temáticas, de modo que los profesores de cursos de introducción a la 
microbiología podrán tratar los principios fundamentales (Unidad 1) para, a continuación, 
configurar el resto del curso alrededor de las unidades o capítulos que estimen 
convenientes. Este nuevo método para la enseñanza de la microbiología mantiene lo mejor 
de las ediciones anteriores de este manual, con un formato pedagógico flexible adecuado 
el nuevo milenio. 
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